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INTRODUCCION GENERAL

El incremento de la comercializacién de productos agricolas debido al tratado de libre
comercio implica un mayor riesgo de introduccion de plagas exoéticas. El
establecimiento de nuevas plagas puede ser costoso porque se incrementa el dafno a
los cultivos, se requiere de programas de control y representa restricciones
cuarentenarias en el comercio. Por ejemplo, en los Estados Unidos, donde los dafos
anuales causados por insectos y acaros exoticos han sido estimados en mas de 17

billones de dolares (Follett y Neven, 2006).

El andlisis de riesgo de plagas (ARP), proporciona la informacién necesaria a quienes
toman las decisiones acerca del riesgo que representan las plagas que pueden ser
introducidas a través de la importacion de productos vegetales. Un analisis de riesgo
tipico incluye la evidencia cientifica, sus fuentes de consulta, fuentes de incertidumbre y
criterios de raciocinio. La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) a travées de la Convencion Internacional de Proteccidn Fitosanitaria
(CIPF), establece la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias No. 11, titulada
Andlisis de Riesgo de Plagas para Plagas Cuarentenarias, incluido el Analisis de
Riesgo Ambiental y Organismos Vivos Modificados (FAO, 2004).

Los requisitos generales para el ARP de acuerdo a la metodologia FAO/CIPF, estan
integrados en tres etapas: 1) Iniciacion del analisis de riesgo, 2) Evaluacién del riesgo,
y 3) Manejo del riesgo. EI ARP basado en los lineamientos FAO/CIPF, ha sido
formalmente aplicado para la toma de decisiones por parte de la Direccién General de
Sanidad Vegetal en México (DGSV), desde su version inicial publicada en 1996
(Elizalde-Jiménez, 2008). Para las autoridades de la DGSV, es importante actualizar
sus métodos de ARP y compararlos con los métodos aplicados en otras partes del

mundo.

Esta investigacion retoma el analisis de la metodologia empleada para evaluar el riesgo
fitosanitario por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos a través del
1



Centro de Ciencia y Tecnologia Fitosanitaria (CPHST, por sus siglas en inglés), del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos-Servicio de Inspeccion de Sanidad
Vegetal y Animal-Proteccién Fitosanitaria y Cuarentena (APHIS — PPQ —CPHST),
aplicada a Acidovorax avenae subsp. citrulli el cual atiende a una problematica actual
ante la deteccion recurrente de esta bacteria en la importacion de semilla de sandia de
distintos origenes. Lo anterior servira de referencia para la comprension de este
esquema y la propia evaluacion de riesgo de otras plagas cuarentenarias, ya que es
una de las funciones que desempefia la Direccion General de Sanidad Vegetal.

En este documento se utilizé la metodologia de analisis de riesgo y puntos criticos de
control (Hazard Analysis and Critical Control Point, HACCP por sus siglas en inglés), en
una version adaptada al contexto de la seguridad cuarentenaria. Lo anterior para
evaluar como las medidas fitosanitarias adoptadas durante el sistema de
comercializaciéon de semilla de sandia (pre y pos borde), en forma integral, aseguran la
reduccién del riesgo en comparacion con el uso de una sola medida fitosanitaria. La
propuesta serd denominada de aqui en adelante sistema de P-HACCP tomando la
ventaja del papel del sistema HACCP dentro del contexto de la seguridad alimentaria,
ya adoptado por la industria y adicionando el componente de la seguridad

cuarentenaria.

La propuesta de aplicar HACCP en el ambito fitosanitario, tiene el potencial de prevenir
la introduccion de plagas cuarentenarias a través del comercio internacional de
productos agricolas. A través de la revisidén de literatura se encontraron casos exitosos
de la aplicacion del HACCP en algunas areas como recursos naturales y pesca. Sin
embargo en estos casos no se observaron modelos de simulacién que permitan el
analisis del sistema sin que sucedan eventos adversos que permitan la cuantificacion
del efecto de la aplicacién de una medida fitosanitaria correctiva (USFWS-NCTC, 2004;
CONABIO, 2009). En esta investigacion, se incorpora de forma innovadora un analisis
cuantitativo basado en la simulacion probabilistica, que permite identificar y evaluar
dichos puntos criticos de control. Con esta informacién es posible identificar el tiempo
promedio que debe pasar para que Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) escape del

2



sistema de comercializacion de la semilla de sandia y se introduzca a México pais
importador de semilla de sandia, es decir nos proporcionara como resultado el
potencial de establecimiento de la plaga cuarentenaria, en vez del nivel de mortalidad

asociado a una medida fitosanitaria en particular.

Se encontrd6 que el sistema P-HACCP es un buen paradigma para integrar los
diferentes elementos necesarios para agilizar el comercio y direccionar las necesidades
de seguridad cuarentenaria. P-HACCP provee de una metodologia genérica,
respetable y transparente para el manejo del riesgo que adicionalmente facilita las
necesidades de interaccion entre las practicas regulatorias y las de la industria. Donde
no hay un esfuerzo para sistematizar los procedimientos regulatorios para el manejo
del riesgo, ya que promete integrar muchas de las buenas practicas existentes dentro
de un protocolo mas optimizado y transparente, y por otro lado permite evaluar el
esfuerzo de la industria productora de semilla quienes han ajustando sus sistemas de

produccién para disminuir el riesgo que representa esta plaga (Sequeira, 2006).

El potencial de mejora a través del uso de esta herramienta es que P-HACCP nos
permite conocer el nivel de asociaciéon de la bacteria en cada uno de los componentes
del sistema de comercializacion de la semilla de sandia, identificar los puntos criticos
que requieren control, documentarlos y evaluar cuantitativamente a través de
distribuciones probabilisticas la reduccion de riesgo lograda a través de cada medida
fitosanitaria aplicada, lo que permite el disefio de sistemas de mitigacién de riesgo, que
como un plus permite que la industria productora de semilla tome un papel activo en la

aplicacidon de dichas medidas fitosanitarias.

Nuestro modelo P-HACCP, confiere consistencia en la solucién del manejo de riesgo
fitosanitario y brinda un respaldo cientifico a la toma de decision (en un sistema de
manejo de riesgo) de las autoridades en una Organizacién Nacional de Proteccion
Fitosanitaria, en este caso la Direccion General de Sanidad Vegetal y del Area de
Regulacion Fitosanitaria.



Es importante resaltar que la bondad de la adaptacién de este modelo, permite
proyectar un impacto importante de mejora para la evaluacion de sistemas de
mitigacion de riesgo fitosanitarios aplicados a otro tipo de productos vegetales de alto
riesgo, como fruta fresca, material propagativo (cormos, bulbos, esquejes etc.), flores

cortadas, etc.
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EVALUACION DE UN MODELO INTEGRAL DE MEDIDAS DE MITIGACION DE
RIESGO, APLICABLES A LA IMPORTACION DE SEMILLAS DE
SANDIA [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y Nakai]

Norma Alejandra Elizalde Jiménez, M.C

Colegio de Postgraduados, 2009

Se analizé el riesgo de introduccién y establecimiento de Acidovorax avenae subsp.
citrulli, plaga cuarentenaria para México, asociada a semilla de sandia de importacién,
con base en el proceso de andlisis de riesgo version 5.02 APHIS-PPQ, modificado para
evaluar este patdgeno, incluyendo un analisis geoespacial para estimar el potencial de
establecimiento de A. avenae subsp. citrullien zonas productoras de sandia en México
usando el sistema NAPPFAST. Los resultados del andlisis indican que las zonas
productoras de sandia ubicadas en los estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche,
Tabasco y la parte sur de Veracruz resultaron con mayor potencial de establecimiento,
debido a que las condiciones climaticas favorecen la infeccidén por la bacteria durante
los meses de mayo y junio. Mientras que las zonas productoras en los estados de
Sinaloa, Durango y Zacatecas, Estado de México, Hidalgo, Querétaro, Michoacan,
Guanajuato, Tlaxcala y Puebla presentan menor potencial de establecimiento. La
adopcion de medidas fitosanitarias que minimicen este riesgo, es ampliamente

recomendada.

Palabras clave adicionales: Plaga cuarentenaria, zonas de establecimiento, potencial.



ASSESSMENT OF AN INTEGRATED MITIGATION MEASURES MODEL TO IMPORT
SEED OF WATERMELON [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. and Nakai].
Norma Alejandra Elizalde Jiménez, M.C
Colegio de Postgraduados, 2009

The risk of introduction and establishment of Acidovorax avenae subsp. citrulli
(quarantine pest for Mexico) associated to watermelon seed importation was analyzed.
The assessment was based on the process of risk analysis version 5.02 APHIS-PPQ,
modified to evaluate this pathogen, including a geoespacial analysis to determine the
potential of establishment of A. avenae subsp. citrulliin growing areas of watermelon in
Mexico using the NAPPFAST system. Results of the analysis indicate that the growing
areas of watermelon located in the states of Yucatan, Quintana Roo, Campeche,
Tabasco, and Southern Veracruz have high risk of establishment, because climatic
conditions favor infection by the bacterium during May and June, when the crop is
susceptible. Whereas the watermelon-producing areas in the states of Sinaloa,
Durango, Zacatecas, Mexico, Hidalgo, Queretaro, Michoacan, Guanajuato, Tlaxcala,
and Puebla have low risk of establishment. The adoption of phytosanitary measures

that minimize this risk is widely recommended.

Additional Keywords: Quarantine pest, establishment areas, potential.



1. INTRODUCCION

Con el incremento de la comercializacion de productos agricolas debido al tratado de
libre comercio, el riesgo de la introduccion de plagas exéticas también se incrementa.
El establecimiento de nuevas plagas puede ser costoso porque se incrementa el dafo
a los cultivos, se requiere de programas de control y representa restricciones
cuarentenarias en el comercio. Por ejemplo, en los Estados Unidos, donde los dafos
anuales causados por insectos y acaros exoticos han sido estimados en mas de 17
billones de ddlares (Follett y Neven, 2006). Francia, Holanda, Dinamarca, Estados
Unidos, Japén, Alemania e Inglaterra exportan a México el 80% de las semillas en
general. El otro 20% lo conforman paises asiaticos y sudamericanos, destacando Brasil
en los primeros lugares (DOF, 1995). El andlisis de riesgo de plagas (ARP),
proporciona la informacion necesaria a quienes toman las decisiones acerca del riesgo
que representan las plagas que pueden ser introducidas a través de la importacién de
productos vegetales. Un analisis de riesgo tipico incluye la evidencia cientifica, sus
fuentes de consulta, fuentes de incertidumbre y criterios de raciocinio. En el ambito
fitosanitario, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) a travées de la Convencion Internacional de Proteccidn Fitosanitaria
(CIPF), establece la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias No. 11, titulada
Andlisis de Riesgo de Plagas para Plagas Cuarentenarias, incluido el Analisis de
Riesgo Ambiental y Organismos Vivos Modificados (FAO, 2004). Los requisitos
generales para el ARP de acuerdo a la metodologia FAO/CIPF, estan integrados en
tres etapas: 1) Iniciacion del andlisis de riesgo, 2) Evaluacion del riesgo, y 3) Manejo
del riesgo. EI ARP basado en los lineamientos FAO/CIPF, ha sido formalmente
aplicado para la toma de decisiones por parte de la Direccion General de Sanidad
Vegetal en México (DGSV), desde su version inicial publicada en 1996 (Elizalde-
Jiménez, 2008). Para las autoridades de la DGSV, es importante actualizar sus

métodos de ARP y compararlos con los métodos aplicados en otras partes del mundo.



2. OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio fue identificar el potencial de riesgo asociado a la
introduccion, establecimiento y dispersién de Acidovorax avenae subsp. citrulli
[(Schaad, Sowell, Goth, Colwell y Webb) Willems, Goor, Thielemans, Gillis, Kersters y
De Ley] en México, asociado a la importacion de semilla de sandia [Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum. y Nakai]. Asi como obtener informacion en bases de datos acerca de

la biologia del patégeno.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Analisis de riesgo de plagas

Para cumplir con los objetivos, se consultaron las bases de datos del CABI,
AGRICOLA y AGRIS, y las bibliotecas Central y del Departamento de Parasitologia
Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo, la biblioteca del Colegio de
Postgraduados, la biblioteca del Centro de Ciencia y Tecnologia Fitosanitaria
(CPHST, por sus siglas en inglés), del Departamento de Agricultura de Estados
Unidos-Servicio de Inspeccién de Sanidad Vegetal y Animal-Proteccion Fitosanitaria
y Cuarentena (USDA-APHIS-PPQ), y la biblioteca de la Universidad Estatal de
Carolina del Norte (NCSU). El proceso de andlisis de riesgo de la introduccion y
establecimiento de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) se basé en lo propuesto
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), Servicio de
Inspeccién y Sanidad Agropecuaria (APHIS) y Proteccion Cuarentenaria de las
Plantas (PPQ) (USDA, 2000). Este Proceso de evaluacion de riesgo corresponde a
la version 5.02, adaptada a la evaluacién de insectos y patégenos (USDA, 2005;
2007) e incluy6 los siguientes pasos: 1) Inicio del proceso. Se documenté las
razones de la evaluacién de riesgo de Aac asociada a la semilla de sandia de
importacién, considerando su categoria cuarentenaria, los antecedentes de
deteccién en México y la importancia econémica potencial. 2) Identificacién, biologia
y epidemiologia. Para la evaluacion de las consecuencias de introduccion de Aac
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con base de diversos factores de riesgo, se obtuvo informaciéon en bases de datos
acerca de la identificacion taxondmica, caracteristicas morfolégicas, biologia y
epidemiologia del patdgeno. 3) Distribucion geografica mundial. Si el patégeno se
introdujera a México se esperaria que su comportamiento estuviera relacionado al
de sus areas nativas si los hospedantes y clima fueran similares, por lo que se
consultaron diversas fuentes de informacién para realizar un listado de los paises
donde ocurre el patégeno. Esta informacion se analiz6 con base en el sistema
NAPPFAST 2008, para conocer cuantas zonas climaticas en México son similares a
las zonas donde Aac esta presente y se retomé en la categorizacidon de habitat
favorable. 4) Consecuencias de una introduccion. Se categorizaron cinco elementos
de riesgo correspondientes a: a) habitat favorable para la bacteria de acuerdo a la
disponibilidad de zonas productoras de sandia en una etapa susceptible y
condiciones climaticas favorables en México; b) rango de hospedantes presentes en
México; c) potencial de dispersion después de su introduccion a México,
considerando los patrones reproductivos de la bacteria, su capacidad de movilidad y
factores que faciliten su dispersion como viento y agua; d) impacto econdémico, en
esta categoria se considerd la capacidad de Aac de causar danos directos o
indirectos, como disminucion en la produccién de los cultivos que afecta, reduccion
en el valor de la sandia y las pérdidas de mercados que ha ocasionado en donde
esta presente; e) impacto ambiental, se incluyen los impactos directos como
disrupcion ecolégica, reduccion de la biodiversidad, y la estimulacion de programas
de control quimico. 5) Vias de introduccién. Se identificd el potencial de introduccion
a México de Aac a través de la importacion de semilla de sandia. 6) Opciones de
control. Se documentaron las medidas de control para la exclusion de Aac, asi
como control cultural y control quimico. 7) Opciones de mitigacion de riesgo. Se
documentaron las medidas fitosanitarias como adoptadas por distintas
Organizaciones Nacionales de Proteccidén Vegetal, para disminuir el riesgo de Aac.
8) Recomendacion. Para formular las medidas de mitigacion mas apropiadas
considerando el rango de riesgo. 9) Vacios en informacién e incertidumbre.
Necesidades en investigacion sobre el rango de hospedantes de Aac.
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10) Conclusion. El Riesgo potencial de Aac, el cual corresponde a la suma
acumulativa de los rangos de las consecuencias de introduccion. Los elementos de
riesgo se calificaron como: bajo 1 punto, medio 2 puntos y alto 3 puntos. El valor
acumulado es un indicador del potencial biolégico de Aac para establecerse,
dispersarse y causar impacto econémico y ambiental en México. Para un rango de
riesgo acumulado entre 5-7 puntos, la categoria es baja, por lo cual no se requieren
medidas fitosanitarias especificas; la inspeccién en el punto de entrada se esperaria
que proporcionaria suficiente seguridad cuarentenaria. Para un rango de riesgo
entre 8-11 puntos, la categoria es media, por lo que medidas fitosanitarias
especificas podrian ser necesarias. Si el rango de riesgo se encuentra entre 12-15
puntos, la adopcién de medidas fitosanitarias especificas son ampliamente
recomendadas, y la inspeccién en el punto de entrada se considera insuficiente

seguridad cuarentenaria.

3.2 Analisis geoespacial

En el analisis geoespacial para identificar areas de riesgo de establecimiento y
dispersion de Aac, se emple6 el sistema NAPPFAST (NCSU-APHIS Plant Pest
Forecast System), desarrollado por la Universidad Estatal de Carolina del Norte
(NCSU) y Servicio de Inspeccién y Sanidad Agropecuaria (APHIS). NAPPFAST es
un sistema util en el andlisis de riesgo, es usado para generar mapas basados en
parametros climaticos para plagas exoéticas e incluye un modelo genérico de
infeccion. El sistema de NAPPFAST tiene 2 bases de datos separadas. La base de
datos que corresponde a Norte América comprende mas de 2000 estaciones
meteorolégicas, las cuales tienen una resolucién por cuadrante de 10 km usando
una interpolacion 3D (Magarey et al, 2007). Con ayuda de esta interface se
desarrollé el modelo genérico de infeccién, con base en la propuesta de los
Doctores Roger Magarey y Glenn Fowler (analistas de riesgo del Centro de Ciencia
y Tecnologia de Proteccion Fitosanitaria, USDA-APHIS-PPQ). El modelo de
infeccion de Aac consider6 los siguientes parametros: Tmin = 26, Topt =17, Tmax =
32°C, Wmin = 6 h, precipitacion > 2 mm por dia, con al menos 30 minutos al 50% de

12



humedad en las hojas y con humedad relativa del 90% (Hu et al., 1997; Zitter,
1998). El periodo en que el follaje y fruta son mas susceptibles se definié en los
meses de mayo y junio. Cada dia fue calificado entre 0 y 1 para infeccion y esos
valores fueron acumulados con base en un registro histérico climéatico de 10 afos
para México. Al menos 30-45 dias favorables para infeccion fue usado como umbral
para representar alto riesgo y 5 dias bajo riesgo. Con esta informacion se crearon
diferentes capas de informacién con la ayuda del sistema geografico Arcview, y se
generd un mapa correspondiente a los principales estados productores de sandia
en los Estados Unidos de América y México en la estacion de produccién en mayo y

junio.
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RESULTADOS

4.1. Motivos para la evaluacioén del riesgo

La evaluacién del riesgo de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) asociado a la
semilla de sandia de importacion, se debe a que es una bacteria cuarentenaria, aun no
reportada en Meéxico. En este sentido la Direccion General de Sanidad Vegetal y
laboratorios aprobados han detectado a esta bacteria en semilla de sandia de
importacién en al menos 16 ocasiones en el periodo 2000-2008. Se han registrado
pérdidas de hasta 100% en sandia y melén (Cucumis melo L.) cantalupe como
consecuencia de esta enfermedad. El patégeno es una amenaza significativa para la
produccién de las cucurbitaceas en Estados Unidos y a nivel mundial (Schaad et al.,
2003).

4.2. Identificacion, Biologia y Epidemiologia

Acidovorax avenae subsp. citrulli agente causal de la mancha bacteriana del fruto
(MBF) o bacterial fruit blotch (BFB) en inglés, , se encuentra clasificada
taxonomicamente de la siguiente forma, Dominio: Bacteria, Phylum: Proteobacteria,
Clase: Betaproteobacteria, Orden: Burkholderiales, Familia: Comamonadaceae,
Género, especie y subespecie: Acidovorax avenae subsp. citrulli . Es una bacteria
Gram negativa, aerdbica obligada y movil con un solo flagelo polar. La morfologia de la
célula es en forma de baston, su tamafio varia de 0.02 a 0.08 por 1.0 a 5.0 um. En agar
nutritivo forma colonias redondas con margenes irregulares de color beige a amarillo,
convexas, lisas a ligeramente granulares y con una zona marginal translicida. Las
colonias no fluorescen en medio B de King (Schaad et al., 2001; 2003). La severidad de
la enfermedad es modificada por alta humedad y temperatura asi como fuertes
corrientes de viento. En Estados Unidos el desarrollo de la bacteria es favorecido por el
clima templado humedo como el que existe en Florida en los meses de mayo y junio,
época de produccion de sandia. La enfermedad puede progresar rapidamente en estas
condiciones climaticas (Latin y Hopkins, 1995). El ciclo de la enfermedad en la mayoria
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de los cultivos hospedantes aparentemente inicia con semilla contaminada y representa
la fuente de in6culo, posteriormente la bacteria infecta los cotiledones de la plantula
cuando ésta emerge de la testa de la semilla. Aac puede sobrevivir por varios afnos en
semillas que han sido secadas y almacenadas. La mayoria de la produccion de sandia
en los Estados Unidos es aun por siembra directa de semilla, pero el trasplante también
se esta haciendo mas comdun. La irrigacion aérea dispersa con efectividad la bacteria a
plantulas vecinas en invernaderos, lo que puede resultar en altos nimeros de plantulas
infectadas las cuales pueden llegar a los campos de produccién y significar el
mecanismo a través del cual la bacteria puede diseminarse. Generalmente los
trasplantes no presentan sintomas (Latin y Hopkins, 1995). En el campo, el desarrollo
de sintomas y la dispersion de Aac en el follaje y frutos es mas rapida durante el
verano, cuando el clima es calido y soleado con lluvias en rafagas. Aac se dispersa
desde las lesiones de las hojas a las flores y frutos a través del agua salpicada durante
la lluvia o en la irrigacién. Las lesiones en las hojas en el campo no resultan en
defoliacidén, pero son un importante reservorio de la bacteria para la infeccién de frutos
recién formados, los cuales son mas vulnerables a la infeccién del patégeno. La
bacteria penetra a través de estomas en la superficie de los frutos donde desarrolla
lesiones pequefas y acuosas de 3 a 7 dias después. Los frutos maduros de sandia
estan cubiertos con una capa de sera que sella a los estomas y previene la entrada de
la bacteria en el fruto. Una vez que la capa de cera se ha formado, las sandias
maduras pueden ser Unicamente invadidas por la bacteria a través de heridas. Las
lesiones en la superficie cesan su alargamiento después de la cosecha (Hopkins et al.,
1995).

4.3. Distribucion mundial.

La bacteria fue reportada por primera vez en 1965 en Georgia, Estados Unidos (Sowel
y Schaad, 1979), posteriormente se encontré en Guam y Tiniam, en 1987 y en campos
de produccidén comercial de sandia en Florida en 1989 (Smodi et al.,, 1991). No se tiene
certeza del origen de la bacteria, sin embargo, se presume que la regiéon Xinjiang del
Este de China puede estar implicada en la introduccién de esta bacteria a los Estados
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Unidos (Gitaitis y Walcott, 2007). La presencia de Aac ha sido reportada en Asia:
China, Xinjiang (Zhao et al., 2001), Japén (Ogiso et al., 2001), Turquia (Demir, 1996),
Israel (Burdman et al., 2005); Norte América: Estados Unidos: Alabama, Arkansas,
California (CABI/EPPO, 1999; Hopkins et al., 1995), Delaware (CABI/EPPO, 1999;
Evans y Mulrooney, 1991), Florida (CABI/EPPO, 1999; Somodi et al., 1991), Georgia
(CABI/EPPO, 1999; Hopkins et al., 1995), lllinois (Babadoost y Pataky, 2002), Indiana
(CABI/EPPO, 1999; Latin y Rane, 1990), lowa, Maryland, Mississippi, Missouri,
Carolina del Norte (CABI/EPPO, 1999; Hopkins et al., 1995), Oklahoma (CABI/EPPO,
1999; Jacobs et al., 1992), Oregon (CABI/EPPO, 1999; Hamm et al., 1997), Carolina
del Sur (CABI/EPPO, 1999; Hopkins et al., 1995), Texas (Black et al., 1994;
CABI/EPPO, 1999); Tipitapa, Nicaragua, en 1997 debido al uso de semilla
contaminada, se ha reportado que la enfermedad fue erradicada (Mufioz y Monterroso,
2002); Brasil: Rio Grande do Norte (Assis et al.,, 1999); Australia (CABI/EPPO, 1999):
Queensland (CABI/EPPO, 1999; O'Brien y Martin, 1999); Guam, Islas Mariana del
Norte (CABI/EPPO, 1999; Wall et al., 1990) (Fig 1).
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Figura 1. Presencia de Acidovorax avenae subsp. citrulli, y potencial de establecimiento
en zonas con condiciones ambientales favorables en México y el mundo. NAPPFAST
2008.

4.4. Consecuencias de una introduccion

Elemento de riesgo 1, habitat favorable. La evaluacién de riesgo NAPPFAST fue hecha
para evaluar las condiciones climaticas favorables de México para Aac en sandia. De
acuerdo con esta informacion, las zonas con alto potencial de establecimiento de la
plaga en México, con 30 y 45 dias acumulados de condiciones favorables para el
desarrollo de la infecciéon durante los meses de mayo y junio, se ubican en los estados
de Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y la parte sur de Veracruz. Las zonas

que podrian considerarse con menor potencial de establecimiento en las que se
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acumulan entre 5-10 dias favorables se ubican en los estados de Sinaloa, Durango,
Zacatecas, México, Hidalgo, Querétaro, Michoacan, Guanajuato, Tlaxcala y Puebla
(Fig. 2). Con base en lo anterior, se asigné para este elemento de riesgo una categoria
de media, porque ataca y sobrevive en sandia en 2 6 3 zonas climaticas en México.

Elemento de riesgo 2, rango de hospedantes. A. avenae subsp. citrulli, tiene como
hospedantes primarios a Citrullus lanatus (sandia) y Cucumis melo (melén);
secundarios: C. sativus L. (pepino), Cucurbita moschata Duch. ex Poir. (calabaza), y C.
pepo L. (calabacin) (Latin y Hopkins, 1995). La sandia, el meldén cantalupe y rocio de
miel (Cucumis melo L. var. inodorus H. Jacqg.), aparentemente son los mas
susceptibles, con sintomas foliares y manchas en el fruto, estos dos ultimos cultivos
estan considerados en riesgo ante esta enfermedad (Isakeit et al., 1997). Se han
desarrollado sintomas en follaje en calabaza, pepino y otras cucurbitaceas a través de
la inoculacion, pero se han observado sintomas en frutos en estos hospedantes. Citron
Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y Nakai var. Citroides (L.H. Bailey) Mansf.}, una
maleza comun en la parte sur de Estados Unidos, y presente en México, puede
comportarse como un hospedante alterno. En estudios de laboratorio se pueden inducir
sintomas en follaje de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), berenjena (Solanum
melongena L.) y chile (Capsicum annuum L.), pero no en fruto. De acuerdo a lo
anterior, la categoria para el elemento de riesgo correspondiente al rango de
hospedantes para la bacteria Aac, es media, pues la bacteria ataca multiples especies
de plantas dentro de la familia de las cucurbitaceas, varias de las cuales se encuentran
en México. En este caso en particular se identificaron las zonas productoras de sandia

(Fig. 1).

Elemento de riesgo 3, potencial de dispersién. La bacteria puede ser introducida y
dispersada en el campo por medio de semilla infectada, plantulas infectadas, o la
diseminacion natural a través de plantas hospederas como plantas voluntarias de
sandia o cucurbitdceas silvestres contaminadas (Fressehaie y Walcott, 2005). Aac
puede sobrevivir por varios afnos en semillas que han sido secadas y almacenadas.
Hopkins et al. (1996), sefalan que el almacenaje de las semillas a 12°C por 12 meses
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no redujo el nivel de infeccion. En muestras de semillas colectadas de frutos con
sintomas se ha obtenido porcentajes de infeccion por arriba del 80% (CABI, 2007). Una
vez en que la bacteria lograra introducirse a una zona productora de sandia en México,
tendria un alto potencial reproductivo, ya que bajo condiciones favorables de
temperaturas entre 27-30°C y 90% de humedad, se observan los primeros puntos
cloréticos dos dias después de la inoculacién, convirtiéndose en una necrosis después
de tres dias. Silveria et al. (2003), senalan que el periodo de incubacion incluso puede
presentarse en un rango de 1.3 a 2.7 dias. Por otro lado, los invernaderos emplean
sistemas de irrigacion que favorecen la dispersién de la bacteria por salpique, lo que
deriva en plantulas infectadas que llegan al campo, donde conforme las plantas van
creciendo en el campo, el patégeno se dispersa a otras hojas de la planta o a otras
plantas vecinas. Las plantulas de sandia voluntarias infectadas pueden servir como una
fuente de in6culo local en la siguiente temporada. Las malezas infectadas de la familia
de las cucurbitaceas también pueden ser una amenaza en subsecuentes cultivos de
sandia (Latin y Hopkins, 1995). Con base en la capacidad reproductiva de la bacteria,
su habilidad para sobrevivir en la semilla, plantulas y su posible dispersion a través del
sistema de irrigaciéon y el viento se asigné un rango de riesgo alto asociado con el
potencial de dispersion.

Elemento de riesgo 4, impacto econdmico. Aac puede causar pérdidas en la produccién
en sandia, ya que posterior a la deteccion de Aac en los Estados Unidos, éstas fueron
del 90% del total de la fruta destinada al mercado. En 1994, debido a la dispersion de la
bacteria, se reportaron pérdidas en miles de hectareas distribuidas en al menos diez
Estados de la Union Americana (Hopkins et al., 1996). Desde entonces, la enfermedad
ha representado una amenaza para la industria de la sandia en este pais. En los
ultimos anos, la enfermedad se ha presentado en pocos campos pero ha devastado
varios de éstos, algunos han resultado en pérdidas totales de la fruta. Las pérdidas por
productor han sido del orden de los $100,000 délares en muchos de estos casos.
También ha causado pérdidas econdmicas en varios campos € invernaderos de sandia
y melén durante el periodo de 2000 a 2003, en diferentes regiones de Israel (Burdman
et al., 2005; CABI, 2007). Por otro lado, ocasiona pérdidas en el mercado, por ejemplo,
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a mediados de los 90°s, para evitar el costo de la litigacién, debido a demandas por
productores afectados por el presunto uso de semilla de sandia infestada, diversas
companias suspendieron su venta en varios Estados del Sureste de Estados Unidos,
consideradas zonas de alto riesgo para la ocurrencia de brotes de la bacteria,
resultando en pérdidas econdmicas para las companias y los productores. Incluso los
sintomas mas leves en fruto (aspecto grasoso, acuoso, oscuro o0 manchado) impiden
su comercializacion, produciendo pérdidas cuantiosas de mercado (Latin y Hopkins,
1995). Con base en lo anterior, Aac tuvo un alto rango de riesgo para el impacto
econdémico, ya que causa al menos tres de los impactos econémicos previstos en este

elemento de riesgo.

Elemento de riesgo 5, impacto ambiental. Segun el Sistema Nacional de Informacién
sobre Biodiversidad (SNIB) de CONABIO, de acuerdo a especies registradas en bases
de datos de proyectos realizados por esta institucion, México cuenta con un total de
207 especies de la familia cucurbitacea. Ello indica que hay evidencia de plantas
hospedantes, sin embargo, ninguna esta considerada en amenaza o en peligro de
extinciébn en México, aunque algunas de ellas se reportan con escasa presencia. El
impacto ambiental del patégeno se puede categorizar como medio, considerando que
por un lado puede ocasionar disrupciones importantes en habitats criticos en donde se
reportan estas 207 especies y que incluyen huerto, bosque tropical, selva baja
caducifolia, matorral xerofilo con cactaceas columnares, bosque de pino-encino,
ruderal, entre otros y su control requeriria de un programa de manejo que puede
implicar el uso del control quimico o biolégico (CONABIO, 2009, comunicacion

personal).

4.5. Vias de introduccion

La principal via de introduccion y dispersion de la bacteria ha sido mediante la
transmision por semilla, debido a que Aac puede sobrevivir por varios afios en semillas
que han sido secadas y almacenadas (Latin y Hopkins, 1995; Silveira et al., 2003;
Sowel y Schaad, 1979).
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Figura 2. Zonas potencialmente favorables para el establecimiento de Acidovorax

avenae subsp. citrullien México, durante los meses de Mayo a Junio.
4.6. Opciones de control

Exclusién del patégeno. Como parte de las medidas de prevencion, los productores
usan semilla libre de Aacy certificada. Adicionalmente, para la produccién comercial se
establecen los lotes fundacién de semilla en regiones con climas frios y secos, regiones
semiaridas donde se logra un escape a la transmisidn del patégeno a la semilla,
ademas de una prueba negativa para Aac mediante la siembra de un minimo de 10,000
plantulas por lote en invernadero bajo condiciones adecuadas de humedad vy

temperatura para comprobar que esta libre de la bacteria (Gitaitis y Walcott, 2007).
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Control cultural. Se recomienda eliminar malezas y restos de cultivos, ya que pueden
actuar como reservorio de la bacteria, no abandonar los cultivos al final del ciclo,
proteger los primeros estados vegetativos de las plantas, tener cuidado para no
transportar la bacteria con las operaciones habituales que se hacen en el cultivo, o con
la ropa, calzado y herramientas de trabajo, realizar las labores de cultivo siguiendo
siempre el mismo recorrido por pasillos y filas, evitar visitas excesivas a la plantacion,
desinfectar los utiles de trabajo, mesas de secado con una solucién de fosfato trisédico
al 10% 6 2% NaOCI antes y después de su uso, usar variedades resistentes o
tolerantes, cuando existan, desinfectar el suelo mediante solarizacion antes de realizar
la plantacidén, desinfectar el agua de riego (desinfeccidn de balsa y estructuras de
riego). Controlar las condiciones climaticas en el invernadero manteniendo adecuada
ventilacion, baja humedad y temperatura, asi como control en el suministro de agua

para disminuir periodos de humedad en las hojas (Hopkins et al., 1996).

Control quimico. Las aplicaciones de fungicidas que contengan cobre como Manzate

200, Kodice DF y CHAMP 2 en dosis recomendables, han reducido la incidencia de
sintomas de la bacteria cuando las aplicaciones se inician en la primera floracién y una
semana antes de la fructificacién (Hopkins et al., 1995; Hopkins, 1997).

4.7. Opciones de mitigacion de riesgo

Entre las medidas de mitigacion de riesgo para la importacién de semilla de sandia de
distintos origenes y procedencias, el pais exportador cumple con la certificacion de la
semilla de acuerdo a los procedimientos de su Organizacién Nacional de Proteccién
Fitosanitaria y lo manifiesta en la declaratoria adicional del Certificado Fitosanitario
Internacional (CFl), de la siguiente forma: “El cultivo fue oficialmente inspeccionado
durante el periodo de cultivo y se encontré libre de la mancha bacteriana del fruto (A.
avenae subsp. citrulli)’, o bien “No se ha reportado la presencia de A. avenae subsp.
citrulli en el estado de produccién”, apoyada por una inspeccion en el campo del pais
exportador durante el periodo de crecimiento para declarar libre de la plaga. Otras
medidas fitosanitarias corresponden a una prueba de diagnéstico antes de la
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exportacién, la aplicacién de un tratamiento cuyos detalles se deben senalar en el CFl,
inspeccién y prueba de diagnéstico en el punto de ingreso al pais importador.

Tratamiento quimico a la semilla. La prevencion de la transmision de Aac a través de la
semilla es la forma mas efectiva de control. Para ello se recomienda el tratamiento a la
semilla con Tsunami 1.25%, cuyo ingrediente activo es acido peroxiacético (AP), el cual
a bajas concentraciones tiene una actividad antimicrobial y ha sido evaluado como uno
de los desinfectantes que pueden erradicar eficazmente a Aac de semilla contaminada,
asi como otras enfermedades que se transmiten por semilla en sandia; éste puede ser
aplicado con seguridad a semillas cosechadas de sandia triploide sin afectar la calidad
de la semilla y la germinacion (Block, 2001). El protocolo de tratamiento méas efectivo
aplicado a la semilla en Estados Unidos correspondi6 a 30 minutos con &acido
peroxiacético a 1600 pg/mL, seguido por el secado para disminuir la humedad de
semilla en un horno secador a 40°C (Hopkins et al., 2003).

4.8. Recomendacion

Revisién de las medidas fitosanitarias aplicadas en México para la mitigacién de riesgo
de Acidovorax avenae subsp. citrulli asociada a la importacion de semilla de sandia.

4.9. Vacios en informacidn e incertidumbre.
Es necesario la investigacion para descartar la afectacién en solanaceas, ya que no

hay reportes en campo, Unicamente a nivel de laboratorio a través de inoculacion
(Rueda-Puente, 2006).
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1.

4. CONCLUSIONES

El rango de riesgo total de Acidovorax avenae subsp. citrulli es alto en México, al
obtener un valor de 12 puntos acumulado de los elementos de riesgo categorizados:
podria atacar y sobrevivir en sandia en 2 6 3 zonas climaticas en México similares a
las zonas donde el patégeno esta presente; ataca mdultiples especies de plantas
pero todas dentro de la familia de las cucurbitaceas; presenta un alto potencial de
dispersion (reproduccion en 2 dias, dispersion a grandes distancias sobre semilla y
plantulas, y a través de sistemas de irrigacion y lluvia); presenta un alto potencial de
causar severos danos econémicos en zonas productoras de sandia; podria tener un
impacto ambiental al ocasionar disrupciones importantes en habitats criticos en

México donde se reportan alrededor de 207 especies de cucurbitaceas.

De acuerdo al analisis geoespacial NAPPFAST, México representa un habitat
favorable para la bacteria de acuerdo a la disponibilidad de material hospedante y
condiciones climaticas. Las zonas con mayor potencial de establecimiento de la
plaga en México, con 30 y 45 dias acumulados de condiciones favorables para la
infeccion de la bacteria, se ubican en los estados de Yucatan, Quintana Roo,
Campeche, Tabasco y la parte sur de Veracruz.

De las zonas con mayor potencial de establecimiento de la bacteria en México,
Unicamente se cuenta con informacién que senala que en Yucatan presenta
producciéon de sandia en los meses de mayo a junio, lo que puede influir en el

establecimiento del patdégeno.

El analisis geoespacial no incluyé otros hospedantes como melén, pepino, calabaza,
por lo que seria recomendable realizar el pronéstico con base en los parametros
definido en el sistema NAPPFAST.

Dado el alto potencial de riesgo de la plaga, la adopciéon de medidas fitosanitarias
especificas es ampliamente recomendada. La inspeccidn en el puerto de entrada se
24



considera insuficiente para proveer seguridad fitosanitaria. La certificacion de las
medidas fitosanitarias aplicadas durante la produccion de la semilla de sandia,
incluyendo el tratamiento a la semilla con acido peroxiacético puede considerarse en

la mitigacidn de riesgo.
La evaluacion del riesgo de A. avenae subsp. citrulli bajo el proceso utilizado esta

cientificamente fundamentado, lo que ayuda a disminuir la subjetividad, y le confiere
trasparencia a la toma de decisidn en el establecimiento de medidas fitosanitarias.
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CAPITULO 2

Evaluacion Probabilistica de un Modelo Integral de Medidas de Mitigacién de Riesgo
denominado P- HACCP de Acidovorax avenae subsp. citrulli [(Schaad, Sowell, Goth,
Colwell y Webb) Willems, Goor, Thielemans, Gillis, Kersters y De Ley] Aplicada a la
importacién de semilla de sandia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y Nakai].
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EVALUACION PROBABILISTICA DE UN MODELO INTEGRAL DE MEDIDAS DE
MITIGACION DE RIESGO, DENOMINADO P-HACCP DE Acidovorax avenae subsp.
citrulli [(Schaad, Sowell, Goth, Colwell y Webb) Willems, Goor, Thielemans, Gillis,
Kersters y De Ley] APLICADA A LA IMPORTACION DE SEMILLA DE SANDIA
[Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y Nakai]

Norma Alejandra Elizalde Jiménez, M.C
Colegio de Postgraduados, 2009

En este capitulo se examinaron las medidas de mitigacion del riesgo para prevenir la
introduccién y diseminacién de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) asociada a
semilla de sandia de importacion. Para ello se utilizé una adaptacion de la metodologia
HACCP (Andlisis de riesgo y puntos criticos de control, por sus siglas en inglés),
denominada sistema P-HACCP, la cual retoma la ventaja del sistema HACCP dentro
del contexto de la seguridad alimentaria, ya adoptado por la industria y se adiciona el
componente de la seguridad cuarentenaria. Esta metodologia permitié identificar siete
puntos criticos de control en el sistema de comercializacion de semilla de sandia,
donde se requiere de la adopcion de medidas fitosanitarias que minimicen el riesgo de
introduccion y diseminacién de A. avenae subsp. citrulli. También se desarrollo un
modelo de simulacién probabilistica que permite evaluar la reduccion de riesgo en
forma cuantitativa interpretada como la probabilidad de introduccion y establecimiento
en términos de afios hasta que = 1 semilla infectada con A. avenae subsp. citrulli

escape del sistema y germine en el pais importador.

Palabras clave: P-HACCP, Acidovorax avenae subsp. citrulli
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PROBABILISTIC ASSESSMENT OF A MITIGATION MEASURES OF AN
INTEGRATED MODEL CALLED P-HACCP OF Acidovorax avenae subsp. citrulli
[(Schaad, Sowell, Goth, Colwell y Webb) Willems, Goor, Thielemans, Gillis, Kersters y
De Ley] TO IMPORT SEED OF WATERMELON
[Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. y Nakai]

Norma Alejandra Elizalde Jiménez, M.C
Colegio de Postgraduados, 2009

In this chapter, discussed risk mitigation measures to prevent the introduction and
spread of Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) associated with import watermelon
seed are discussed. A modification of the HACCP (analysis of risk and critical points of
control by its acronym) called P-HACCP system which takes advantage of the HACCP
system within the context of food safety that the industry has already taken and
appends to safeguarding continuum was used in this research. This methodology allow
us to identify seven critical points of control during watermelon seed production, which
requires adoption of phytosanitary measures to minimize the risk of introduction and
spread of Acidovorax avenae subsp. citrulli. A simulation probabilistic model enabling
assess reducing risk in quantitative terms interpreted as likelihood of introduction of 1
seed infected with a A. avenae subsp. citrulli and establishment in terms of years was

developed.

Additional keywords: P-HACCP, Acidovorax avenae subsp. citrulli
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1. INTRODUCCION

La compania productora de alimentos Pilsbury, pionera del concepto de HACCP
(Analisis de riesgo y puntos criticos de control, por sus siglas en inglés), fue tan
eficiente en este concepto que logro proveer de alimentos al programa espacial de los
Estados Unidos (NASA) a principios de los 60°s. Desde entonces, el HACCP ha sido
reconocido y usado alrededor del mundo como un método proactivo para asegurar la
pureza en el producto. La planeacion HACCP es ampliamente usada y aceptada por la
industria por una buena razén, funciona. En forma similar, HACCP ha sido adoptado en
el area de recursos naturales para remover o reducir a un nivel aceptable especies de
riesgo antes de ser introducidas a nuevas areas (Buchanan,1990, USFWS -NCTC,
2004).

La propuesta de aplicar HACCP en el ambito fitosanitario, tiene el potencial de prevenir
la introduccion de plagas cuarentenarias a través del comercio internacional de
productos agricolas. A través de la revisidén de literatura se encontraron casos exitosos
de la aplicacion del HACCP en algunas areas como recursos naturales y pesca. Sin
embargo, en estos casos no se observaron modelos de simulacion que sin que
sucedan eventos adversos se pueda cuantificar el efecto de la aplicacion de una
medida fitosanitaria preventiva o correctiva (USFWS-NCTC, 2004; CONABIO, 2009).

El proceso de planeacién estratégico de HACCP elimina o minimiza riesgos
(contaminantes) en puntos criticos de control y en la aplicacién fitosanitaria
desarrollada en este documento de tesis contempla como forma innovadora un analisis

cuantitativo que permite identificar y evaluar dichos puntos criticos de control.

La caracterizacion presentada en este documento a manera de estudio de caso
examina las medidas de mitigacibn de riesgo para prevenir la introduccién de
Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) asociada a semilla de sandia, la cual
corresponde a uno de los patdgenos que se han detectado en forma mas recurrente en
semilla de sandia de importacion. Las detecciones normalmente son resultado de los
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analisis de diagndéstico a los que se someten las semillas antes de la introduccién al
territorio nacional, y en caso de obtenerse un resultado positivo la semilla se retorna o

se destruye, lo que implica un impacto en la industria comercializadora de las mismas.

En este trabajo se utiliz6 la metodologia HACCP adaptada al contexto fitosanitario o a
la seguridad cuarentenaria. Lo anterior para evaluar como las medidas fitosanitarias
adoptadas durante el sistema de comercializacién de semilla de sandia, en forma
integral, aseguran la reduccién del riesgo en comparacién con el uso de una sola
medida fitosanitaria. La propuesta de manejo sera denominada de aqui en adelante
sistema de P-HACCP tomando la ventaja del papel del sistema HACCP dentro del
contexto de la seguridad alimentaria, ya adoptado por la industria y adicionando el
componente de la seguridad cuarentenaria. La evaluacion de este sistema esta basada
en la simulacién probabilistica, a través de la cual podemos identificar el tiempo
promedio que debe pasar para que Acidovorax avenae subsp citrulli (Aac) escape del

sistema de comercializacion de la semilla de sandia.

Actualmente para la aplicacibn de medidas fitosanitarias no hay protocolos,
lineamientos o metodologias consistentes, los planes de trabajo y otros documentos
que capturan los requisitos fitosanitarios son siempre desarrollados de forma ad-hoc.
Se ha encontrado que existen pocos lineamientos disponibles y desarrollados por la
Convencién Internacional de Proteccion Fitosanitaria, o bien otros que han sido
desarrollados bajo lineamientos previstos por cada pais y que actualmente se

encuentran en curso.

Hemos encontrado que el sistema P- HACCP es un buen paradigma para integrar los
diferentes elementos necesarios para agilizar el comercio y direccionar las necesidades
de seguridad cuarentenaria. P — HACCP provee de una metodologia genérica,
respetable y transparente para el manejo del riesgo que adicionalmente facilita las
necesidades de interaccion entre las practicas regulatorias y las de la industria. Donde
no hay un esfuerzo para sistematizar los procedimientos regulatorios para el manejo
del riesgo, los grupos de la industria tal vez desearian considerar paradigmas como el
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P-HACCP, ya que promete integrar muchas de las buenas practicas existentes dentro

de un protocolo mas optimizado y transparente (Sequeira, 2006).

2. ANTECEDENTES

2.1 Analisis de las Medidas de Manejo de Riesgo Fitosanitario

2.1.1 Tratamiento fitosanitario de alta mortalidad

Para el uso de este tipo de tratamiento se aplica cuando la plaga represente un alto
riesgo por ejemplo, moscas de la fruta; cuando la tasa de infestacién inicial sea muy
alta; que la plaga se alimente internamente o sea dificil de detectar; que la eficacia del
tratamiento pueda ser facilmente establecida, y que el tratamiento no sea

sustancialmente fitotdxico para el producto vegetal.

La aplicacion de un tratamiento de alta mortalidad, basado en la prueba estadistica
comunmente llamada “probit 97, resulta en 99.9968% de eficacia, este estandar fue
propuesto por Baker en 1939. Este nivel de seguridad fue inicialmente sugerido para
moscas de la fruta, mas tarde éste fue adoptado para otros insectos de importancia

cuarentenaria (Burditt, 1982; Paull y Armstrong, 1994; Aegerter y Folwell, 2000).

En este tipo de medida fitosanitaria se puede observar que el efecto de cada
tratamiento se evalla por separado hasta que se logra comprobar que la aplicacién de
cierta dosis, durante un cierto periodo de exposiciéon, deriva en el parametro
establecido de 32 sobrevivientes en un 1 millén de individuos tratados. Para alcanzar la
mortalidad probit 9 a un nivel de confianza del 95%, un minimo de 93,613 insectos
deben ser probados sin sobrevivencia. Este nivel de mortalidad ha sido adoptado por
Estados Unidos, como el nivel de seguridad cuarentenaria a cumplir (Follet y Neven
2006).
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Otros paises (Japon, Australia, y Nueva Zelandia) aceptan la eficacia del tratamiento de
cuarentenarios de 99.99% (en el nivel de confiabilidad del 95%), que es obtenida
tratando 29,956 insectos sin sobrevivientes (Couey y Chew, 1986), Japdn requiere a
30.000 individuos en tres o cuatro ensayos (Sproul, 1976). Nueva Zelandia requiere
tres réplicas de 10.000 insectos tratados, y Australia acepta 30,000 insectos tratados
sin sobrevivientes (Heather y Corcoran, 1992). Estadisticamente, el numero de los
insectos tratados en cada réplica es poco importante cuando no hay sobrevivientes,
pero puede ser importante cuando hay sobrevivientes (Follett y Neven, 2006).

Un ejemplo de este tipo de tratamientos es la aplicacién de bromuro de metilo ya que
consistentemente reune las especificaciones de probit 9. Es un fumigante con amplio
espectro en plagas, que puede aplicarse a una gran variedad de productos vegetales.
Asi mismo tiene otras ventajas, resulta efectivo para varios patégenos, no presenta un
efecto adverso en los productos vegetales tratados, es facil de usar y es facil de
entender su modo de accién. Sin embargo, es un producto que destruye la capa de
ozono, por lo que se ha acordado, dentro del protocolo de Montreal, que su uso se
limite a la aplicacion curentenaria y se descontinle paulatinamente hasta su desuso en
el ano 2010 (Aegerter y Folwell, 2000).

Otro tratamiento de alta mortalidad y considerado de alto nivel de seguridad
cuarentenaria es basa en radiacién. En este proceso la prevencion de la emergencia de
la plaga, es usada como un criterio de efectividad. Mansour (2003), realizé una
investigacion en la que sefiala que el uso de radiacién ionizada como un tratamiento
fitosanitario contra la palomilla de la manzana en frutos infestados, es factible y
requiere relativamente dosis bajas. En este caso la prevencion de la emergencia de la
palomilla se logra a una dosis de no mas de 200 Gy. En el estudio se menciona que
aunque la demostraciéon de seguridad de probit 9 a un nivel de confianza de 95%,
requiere pruebas acumulativas en 93 613 individuos en frutos, no se observaron
sobrevivientes de una poblacién tratada de 30, 000 individuos (LD99.99 a el 95%) lo
cual es considerado adecuado por varios paises.
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Otro ejemplo es el tratamiento de frutos de mango infestado con larvas de tercer instar
con irradiacién de rayos gama (Cobalto — 60), para inhibir la emergencia de adultos.
Las dosis de 76.9, 87.3, 91.4 y 112.7 Gy fueron estimadas para proveer un nivel de
seguridad cuarentenaria de 99.9968% (probit 9) inhibiendo la emergencia de adultos de
A. oblicua, A. serpentina, A, ludens y C. capitata respectivamente. En el estudio se
usaron mangos infestados con un total de 100,000 larvas de cada especie, los
resultados obtenidos en el laboratorio fueron confirmados usando una dosis de 100Gy
para especies de Anatrepha y 150 Gy para C. capitata. No se observé emergencia de
adultos para ninguna de las cuatro especies comparadas con el 80% de emergencia
observado en el control (Bustos et al., 2004).

En este sentido, los Tefritidos han sido el grupo mas estudiado de plagas
cuarentenarias en la irradiacion; las dosis minimas absorbidas confirmadas con largos
periodos de prueba confirman que proporciona un control al nivel del probit 9
(99.9968%) en un rango entre 50 a 250 Gy. Un trabajo considerable se ha hecho con
la mosca del mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann), una de las plagas
cuarentenarias mas importantes en todo el mundo, y las dosis sugeridas para
proporcionar seguridad cuarentenaria han variado extensamente. El hecho de que los
insectos todavia estan vivos por un cierto tiempo después de que la irradiacién ha sido
uno de los obstaculos principales a su uso. La irradiacién puede ser el tratamiento mas
ampliamente aplicado desde el punto de vista cuarentenario considerando que
mantiene la calidad de fruta. Sin embargo, algunas frutas importantes enviadas a
través de las barreras cuarentenarias (mangos y citricos) pueden sufrir por las dosis de
hasta 150 Gy cuando son aplicadas en escala comercial donde mucha de la carga de
la fruta recibe \ 300 Gy. Afortunadamente, algunos de los tefritidos importantes que
atacan estas frutas, tales como Anastrepha spp., se pueden controlar con dosis mas
bajas (Hallman, 1999).

Mangan et al. 1997 aplicé el enfoque de Baker (1990) para citricos y mangos
colectados de varias partes de México. Como es bien sabido para las moscas de la
frutas, la distribucidén de la cantidad de larvas por fruta refleja el comportamiento de la
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hembras de ovipositar grupos de huevecillos. Aunque el porcentaje de fruta infestada
frecuentemente fue muy bajo (<5% en futa con manejo) la media de pupas producidas
por fruto infestado fue usualmente mayor que 4 mangos, naranjas y toronjas. Las
tangerinas fueron una excepcion con un numero de 1.5 y 1.6 pupas por fruto. Usando
los registros de pre inspeccion de acuerdo al procedimiento de USDA- APHIS para
determinar el numero de frutos por embarque (ambos tamafos de fruta y tipo de
material de empaque fueron incluidos) mostraron que la mayoria de muestras del
campo permita la sobrevivencia de un par de pupas aun con un tratamiento probit 9.
Las especies de frutas con mayor nimero de larvas por fruto tuvieron mas riesgo de

permitir pares de larvas sobrevivientes que aquellos con menor nimero de larvas.

Mangan et al (1997), usando las ecuaciones propuestas por Couey y Chew (1986) para
los requerimientos en el corte de fruta, determinaron si la frecuencia de fruta infestada
podria exceder el nUmero que podria permitir un apareamiento a un intervalo de
confianza de 99%. Los niveles de infestacion fueron analizados en tamafo de
embarque comercial de mango, toronja, tangerinas y naranjas. Muchos embarques,
seguidos de un tratamiento pos cosecha probit 9 (99.9968 de mortalidad), podrian
exceder un maximo limite de plaga de 2 6 3 sobrevivientes por embarque. Esto sugiri6
que el sistema de certificacién que reduce las poblaciones en campo y la seleccién de
fruta en la empacadora eran necesarios aun de la aceptacion y alta mortalidad del

tratamiento pos cosecha.

Derivado de esto, el uso de probit 9 enfrenta algunos problemas como medida
fitosanitaria de mitigacion de riesgo. El efecto que tiene el tratamiento sobre la plaga
estd basado en la mortalidad de la misma, o como en los casos descritos en la
inhibicién del desarrollo de cierto porcentaje de la poblacion tratada y se descuida el

aspecto de la sobrevivencia.

En este sentido, existen reportes de que aun empleando un sistema de importacién
aplicando un tratamiento nivel probit 9, frecuentemente ocurren fallas en la prevencion
de la entrada de un plaga. Mangan y Hallman (1998) dan diversos ejemplos de
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tratamiento de calor que han fallado para proveer la seguridad cuarentenaria. También
se han reportado fallas en los sistemas de tratamiento en frio, aunque con menos
frecuencia, es también sabido que permite la sobrevivencia de moscas de la fruta. Un
ejemplo de ésto fue la deteccidon de moscas del Mediterrdneo en naranjas clementinas
exportadas a los Estados Unidos desde Espaina, donde el sistema empleado es
probablemente el tratamiento mas comun para citricos embarcados desde una region
afectada por esta mosca de la fruta, utilizado ampliamente en todo el mundo, pero el
sistema falldé para prevenir la introduccion de fruta infestada a los puertos en Estados
Unidos (USDA, 2002).

2.1.2 Tratamientos fitosanitarios combinados o multiples

También se han propuesto los tratamientos cuarentenarios combinados o mudltiples.
Estos son una aplicacién seriada de dos o mas tratamientos simples, los cuales por si
solos no alcanzan la seguridad cuarentenaria interpretada como 99.9968% de
mortalidad, pero la logran cuando son aplicados en combinacién. Los tratamientos
deberan ser aditivos y posiblemente sinergéticos. Esto es basado en el concepto de
que la sobrevivencia de la plaga en el producto vegetal es reducida al aplicar
tratamientos cuarentenarios consecutivos. La combinacién o el uso de tratamientos
multiples tal vez pueda ser usada efectivamente cuando un solo tratamiento no es
practico, o bien tal vez sea incluido como parte de un enfoque de sistemas, por
ejemplo, el caso del programa de certificacion como libre de la mosca del Caribe
Anastrepha suspensa (Loew) en Florida, que combina el tratamiento en frio mas
fumigacion (Mangan y Sharp, 1994).

Los autores también sefialan que la aplicacion de estos tratamientos combinados,
mantienen la independencia que se ha previsto en la aplicacién de dos medidas de
mitigacion como sucede en un enfoque de sistemas. Sin embargo, para el
planteamiento de este trabajo, se realizaron varias sesiones de trabajo con un equipo
de analistas de riesgo y el estadistico Net Jones del Centro de Ciencia y Tecnologia
Fitosanitaria (CPHST, por sus siglas en inglés), éste ultimo, a través de desarrollar la
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expresion matematica que involucra la aplicacion de tratamientos combinados, not6
que existe interacciébn entre los tratamientos para lograr la mortalidad al nivel
cuarentenario necesario. En este sentido la expresion matematica podria expresarse

de la siguiente forma:

Men =t +to+ .ot tn + (-1) tito + (1) tits + oot (-1) toottn + (-17) tito tat+ ...t (-12) toootns tot
e (_1!’1-1) t1t2 tn-‘]tn

Donde el nimero de tratamientos es igual a 1 hasta n; el efecto de cada tratamiento t, tiene una varianza
iguala o zn; y el efecto de cada tratamiento t, tiene una covarianza con t,,, donde m toma un rango de
valores desde 1 an pero m # n simultdneamente, y o ,, = 0 ( El requerimiento para independencia).

La independencia entre tratamientos no es clara, matematicamente la interpretacién
indica dependencia. Este planteamiento nos llevé a considerar que es necesario
identificar si en la aplicacion de una serie de medidas fitosanitarias, en vez de basarse
en la independencia, debe basarse en la dependencia y tratar de establecer como
afecta la varianza entre ellas, incluso la covarianza. Aunque no fue factible proseguir en
el analisis estadistico, resulta interesante hacer mencién del tipo de reflexiones que se
realizaron en este grupo de analisis, con la intencibn de que este tema se pueda

retomar e investigar con mayor profundidad en un futuro.

Por lo que la busqueda de nuevas alternativas, tomando en cuenta la eficacia y el
impacto de las diferentes opciones en la reduccion del riesgo a un nivel aceptable se
deben evaluar considerando los siguientes factores: La eficacia bioldgica,
costo/beneficio de la implementacion, impacto en las regulaciones existentes, impacto
comercial, impacto social, consideraciones de la politica fitosanitaria, tiempo para
implementar una nueva regulacién, eficacia contra otras plagas cuarentenarias,
impacto ambiental. Por ejemplo, en una comparativa el costo en la aplicacion de
irradiacion se incrementa de 2 a 14 veces con respecto de la aplicacion de Bromuro de
metilo. El almacenamiento en atmosfera controlada incrementa el costo en un rango de
174 a 256 % sobre el costo de aplicacion de bromuro de metilo. El uso de fosfina fue
108 y 117 % arriba del costo de aplicacién de bromuro de metilo (Aegerter y Folwell,
2001).
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El problema con el paradigma de probit 9 ha sido abordado en varios documentos
(Mangan et al., 1994, Liquido et al., 1995, Liquido et al, 1996). Asi mismo, se han
propuesto algunas alternativas para expresar la seguridad cuarentenaria bajo otras
perspectivas, como la aplicacion de tratamientos combinados y el disefio de enfoques
de sistemas (Mangan y Sharp, 1997; USDA, 2002, Sequeira, 2006). Sin embargo, la
meta del desarrollo de un modelo conceptual para el manejo del riesgo fitosanitario aun

no se ha logrado.
2.1.3 Enfoques de sistemas

El modelo se ha retomado de la practica que se ha seguido en la industria
aeroespacial, NASA, por mas de treinta anos, basado en la ciencia y practica de
“Sistemas de Ingenieria”. Este se define como la disciplina del desarrollo de sistemas
complejos en la ingenieria; en el empleo de este concepto como medida de proteccion
fitosanitaria, se integran varios factores biolégicos y fisicos con procedimientos
operacionales para acumulativamente proveer seguridad cuarentenaria. El reto es
proveer confianza basada en su eficiencia, es decir, los enfoques de sistemas, estan
especificamente disefiados para controlar plagas y asegurar que un producto vegetal o
subproducto reuna los estandares fitosanitarios especificados por el pais importador
(National Plant Board, 2002).

El concepto de enfoque de sistemas reldne los lineamientos cuarentenarios
desarrollados a principios de los 1990°s como una alternativa a un solo tratamiento
cuarentenario postcosecha. Se han desarrollado métodos computacionales que
determinan el numero esperado de plagas sobrevivientes bajo diferentes
combinaciones de tratamientos pre-cosecha y post-cosecha, los cuales pueden ser
usados con el enfoque de sistemas (Mangan, 2008).

Asi, este concepto se consolid6é en el ambito fitosanitario a través de la publicacion de
la norma Internacional para la aplicacién de medidas sanitarias y fitosanitarias No. 14.
Titulada enfoque de sistemas. La definicién provista por la Convencién Internacional de
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Proteccion Fitosanitaria es la Integracion de diferentes medidas de manejo del riesgo
de las cuales, al menos dos actiuan independientemente, logrando como efecto
acumulativo el nivel adecuado de proteccion contra las plagas reglamentadas (FAO,
2002).

El enfoque de sistema no requiere la ausencia de la plaga cuarentenaria de las areas
de produccién; en vez de esto, multiples medidas en diferentes etapas durante la
produccién y embarque de los productos agricolas son empleadas para disminuir la
probabilidad de exportar productos infestados, combinando medidas de control en
campo Yy postcosecha se mejora la seguridad cuarentenaria, reduciendo la necesidad
de tratamientos post cosecha dafinos (Heather y Corcoran, 1992).

Aqui el punto clave es que al menos dos de las medidas seleccionadas deben tener
independencia y efecto aditivo en la reduccién de introduccién de plagas. Cualquier
otra medida puede ser interdependiente, es decir el éxito de una medida es
influenciado por el éxito o fracaso de otra medida, aun de que sea independiente
(Liquido et al., 1995).

Entonces la evaluacién practica de ensamblar secuencias de elementos de mitigaciéon
en un enfoque de sistemas esta en funcién de la probabilidad de proteccién provista, y
puede ser cuantificada, como un producto de la secuencia de medidas de mitigacion
del riesgo determinadas. En este sentido, Estados Unidos a través de APHIS — PPQ,
ha usado como alternativa de expresion de riesgos basados en modelos cuantitativos
usualmente utilizando analisis de escenarios probabilisticos y simulacion estocastica
(Montecarlo) como en el caso de Aguacate Hass de México, Clementinas de Espania,
Frutos de citricos asintomaticos procedentes de areas donde el cancer de los citricos
se encuentra presente (USDA, 2002a, USDA, 2002b, USDA, 2003b). En estos casos,
las expresiones cuantitativas no fueron de riesgo, sensu stricto, pero preliminarmente
enfoca cual es la probabilidad de introduccién o la probabilidad de ocurrencia y no
expresa claramente cual es la probabilidad de establecimiento.
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Los componentes del enfoque de sistemas pueden variar ampliamente pero
comunmente incluye numerosas medidas de mitigacibn a través de la cadena
productiva tales como: monitoreo de plagas, trampeo y muestreo, tratamiento en
campo, practicas culturales, variedades resistentes, medidas postcosecha, periodos
limitados para la cosecha, definicidn de ventanas de venta, restriccion en la cosecha
del producto basada en su nivel de maduracién. El uso de enfoques de sistemas han
resultado en programas exitosos, aunque ha sido dificil expresar el nivel de efectividad

de los mismos (Liquido et al., 1995).

La combinacion de tratamientos pre cosecha para el control de plagas y las medidas
aplicadas en postcosecha en empacadoras a través de la seleccién y corte, como en
los enfoques de sistemas en general, requiere un analisis componente por componente
relacionado al costo, eficacia y analisis de riesgo y probablemente siempre sean
especificas para plagas, productos agricolas, la ecologia del area de produccion y los

requerimientos del pais importador (Mangan, 2008).
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2.2 Analisis del Marco Regulatorio para la Importacion de Semilla

2.2.1 Analisis del Marco Normativo para la Importacion de Semilla a México

México regula la importacién de material propagativo en virtud de la autoridad de la Ley
Federal de Sanidad Vegetal. Los requisitos fitosanitarios para la importacion de
material vegetal propagativo, incluidas las semillas con propédsitos de uso agricola,
estan basados en la realizacion de un andlisis de riesgo de plagas, considerando las
plagas cuarentenarias asociadas a la via de importaciéon, presentes en el pais de origen
y en el de procedencia, en caso de reexportaciones, lo anterior, con base en lo
establecido por la NOM-006-FITO-1995: Requisitos minimos que deberan cumplir los
vegetales, sus productos y subproductos que se pretendan importar cuando éstos no
estén establecidos en una norma oficial especifica (DOF, 1995). Este esquema permite
evaluar el riesgo que representan las plagas cuarentenarias asociadas a un producto
en el origen especificado.

En este sentido y con el objetivo de salvaguardar la sanidad vegetal, la regulacién
fitosanitaria referente a semilla para siembra se establece en el proyecto de Norma
Oficial Mexicana “PROY-NOM-029-FITO-2002, requisitos y especificaciones
fitosanitarias aplicables a semillas para siembra”, mismo que da a conocer los

requisitos fitosanitarios para 748 productos correspondientes a 36 paises (DOF,1995).

En esta propuesta regulatoria, se plantean como principales medidas fitosanitarias: a)
la aplicacion de un solo tratamiento fitosanitario poscosecha b) la certificacion
fitosanitaria c) inspecciéon y toma de muestra en el punto de entrada al pais. Aunque
aun la aplicacion de un tratamiento preventivo, generalmente a base de un producto
quimico, es el método mas comun de control aplicado a plagas cuarentenarias
asociadas a semillas, existe un amplio rango de alternativas para prevenir la

introduccién de este tipo de plagas (DOF, 1995).
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Debido a que este proyecto de Norma, no se ha logrado consolidar en una Norma
definitiva, cuando existe el interés de importar material vegetal propagativo de un
determinado producto, el interesado puede solicitar los requisitos fitosanitarios a la
DGSV, y en base al articulo 24 de la Ley Federal de Sanidad Vegetal, si esta
Dependencia cuenta con dichos requisitos fitosanitarios, emitira al interesado una hoja
de requisito fitosanitario (tramite SENASICA-02-22), en la cual se encuentran
establecidas las medidas fitosanitarias aplicables para su importacion. En la pagina
Web del SENASICA (http://senasicaw.senasica.sagarpa.gob.mx/regfito/) se cuenta con un
“Sistema de Consulta de Requisitos Fitosanitarios en linea”, donde se pueden
consultar los requisitos fitosanitarios establecidos por la Secretaria para la importacion
de vegetales, sus productos y subproductos. En la grafica 1, se muestra un
comparativo de las cantidades de semillas de sandia solicitadas para su importaciéon a

la DGSV, de acuerdo a su origen.
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Gréfica 1. Comparativo de cantidades de semilla de sandia solicitas para importacion

en Kg.
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2.2.2 Analisis del procedimiento de importacion de semilla a Estados Unidos

En el Acta de Proteccion Vegetal Capitulo 7, parte 361 se establece los requisitos
fitosanitarios para la importacién de la semilla botanica a Estados Unidos, incluyendo
los lotes pequefios que tienen como uso final la experimentacién (mejoramiento
genético). En esta regulacién se enlistan los cultivos para los cuales se permite la
importaciéon divididos en cultivos agricolas porque se producen directamente en el
campo y cultivos vegetales porque se cultivan en invernaderos (CFR, 2008).

El procedimiento de importacion esta sujeto a otras cuarentenas especificas, en otras
palabras si existen plagas de importancia cuarentenaria se manejan en otras
cuarentenas de particular interés donde se establece una cuarentena con requisitos

especificos.

Para realizar la importacidén se requiere solicitar un permiso. Todos los lotes de semilla
deberan venir acompanados de una declaratoria estableciendo el tipo de semilla (de
acuerdo a la lista de especies que se citan en la lista de semillas agricolas y hortalizas,
variedad, y origen de cada lote o muestra y el uso para el cual la semilla esta siendo
importada). También se debe indicar si la semilla ha sido tratada, indicando el nhombre
del producto o proceso usado en el tratamiento. Todos los lotes de semilla deberan ser
muestreados e inspeccionados en el primer punto de entrada y permanecer ahi hasta
que sea liberado por un inspector del Servicio de Inspeccién de Sanidad Agropecuaria
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (APHIS-USDA) (CFR, 2008).

Existen algunas excepciones para la toma de la muestra, éstas aplican cuando se
importa una muestra que sera procesada, las semillas en transito, las semillas que no
exceden cierta cantidad y se utilizara para incrementar la semilla (no con intenciones
de experimentacion o mejoramiento) y retornos (semillas que fueron producidas en
Estados Unidos y se ingresan nuevamente). Las muestras son inspeccionadas con la
intencion de detectar la presencia de semillas de malezas que se encuentran
cuarentenadas para Estados Unidos. Si durante la inspeccidn no se encuentra ningun
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contaminante el cargamento es liberado, pero si se detecta algin contaminante la
muestra se envia a un laboratorio para su diagnéstico (CFR, 2008).

2.3 Analisis de riesgo y puntos criticos de control (HACCP, por sus siglas en
inglés)

El analisis de riesgo y puntos criticos de control (HACCP, por sus siglas en inglés), es
el lineamiento mundialmente reconocido para el manejo del riesgo en procesos. Este
es un proceso formal para identificar riesgos, nominar puntos criticos de control de
riesgo (PCC) y establecer un proceso de verificacion usado para manejar los riesgos
consistentemente en un ciclo de produccion (McMahon, 2007).

Como una base estructural para una forma estratégica de pensar, HACCP enfoca la
atencién de la planeacion en PCC, en donde se puede evitar o eliminar los riesgos
documentados e identificados y los métodos usados para remover dichos riesgos. Los
planes HACCP bien concebidos, le permiten a las personas encargadas de tomar las
decisiones el poder analizar los riesgos de propagacion de especies no deseadas
(CONABIO, 2009).

En el Cuadro 1 se muestra una comparativa de los pasos del HACCP aplicado en el
area de produccion de alimentos (NACMCF, 1992; Sequeira et al., 2002; Sequeira et
al., 2006) y la modificacion hecha para ajustarse al uso de recursos naturales (USFWS-
NCTC, 2004).
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Cuadro 1. Componentes del sistema HACCP

Pilsbury USFWS-NCTC
Conduccidn del analisis de riesgo Descripcién de la actividad
Determinar puntos criticos de control Identificacion de riesgos potenciales
Establecimiento de limites criticos Diagrama de la secuencia de acciones en el
paso 1

Establecimiento de procedimientos de | Analisis de los riesgos identificados en el

monitoreo paso 2
Establecimiento de acciones | Finalizacion del plan HACCP
correctivas

Establecimiento de procedimientos de

verificacion

Establecimiento de procedimientos de

documentacion

2.3.1 Propuesta Fitosanitaria de Analisis de Riesgo y Puntos Criticos de Control

(P - HACCP, por sus siglas en inglés)

La busqueda de una nueva alternativa nos lleva a retomar las propias practicas que la
industria tiene implementadas bajo el concepto “Hazard Analysis and Critical Control
Point (HACCP)”, como una alternativa para la aplicaciéon de medidas sanitarias y
fitosanitarias, P-HACCP mejoraria el manejo de riesgo fitosanitario y la facilitacién del
comercio (Sequeira et al, 2006).

El concepto HACCP se ha enfocado a la bioseguridad, donde se interpreta como un
programa especificamente disefiado para la industria viverista en Australia, para apoyar
a los productores en la evaluacién de sus actuales y futuros riesgos asociados con
insectos, patégenos y malezas, que puedan impactar adversamente en sus procesos
de comercializacién de productos y guiar la implementaciéon de estrategias de manejo
de riesgos en puntos criticos de control, estableciendo estrictos procesos

cuarentenarios internos para el material vegetal importado y exportado. El programa
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valida muchas de las mejores practicas de manejo empleadas bajo el Sistema de
Acreditacién de Industria del Viverismo en Australia (McMahon, 2007).

En la acuicultura el HACCP se ha utilizado para evitar la dispersion de malezas a
través del uso de maquinaria en diferentes cuerpos de agua. Y para evitar la
contaminacion de la cria de peces sebo para la pesca (USFWS-NCTC, 2004).

En este documento se examina un enfoque para evaluar las medidas de mitigacion de
riesgo para prevenir la introduccion de Acidovorax avenae subsp. citrulli asociadas a la
semilla de sandia. La propuesta considera la modificacion del enfoque del analisis de
amenazas con base en el analisis de los riesgos fitosanitarios y un sistema de puntos
criticos de control adaptado a las medidas de seguridad cuarentenaria, en cada uno de

los componentes de la cadena de comercializacién de semilla de sandia.

En la eleccion de un set de medidas de mitigacion bajo el modelo P-HACCP, no solo
implica un excelente conocimiento del grado de efectividad y el impacto que tienen en
la disminucién del riesgo del establecimiento del patdgeno, también el impacto

econdémico que conlleva la implementacién de las medidas con respecto al costo.

En este sentido esta herramienta de planificacion ofrece identificar riesgos,
documentarlos y evaluarlos. Sin embargo sin un método de planeacién este enfoque
aplicado al area fitosanitaria podria resultar subjetivo e inconsistente. Una planeacion
efectiva brinda consistencia en la solucién del manejo fitosanitario. El proceso de
planeacion permite identificar necesidades de investigacién, asi como los mejores
procedimientos necesarios para evitar la dispersion de una plaga cuarentenaria a

través del comercio internacional.

Sequeira et al (2002) ha ilustrado el enfoque de las vias de introduccién de plagas
debido al movimiento de mercancias y el establecimiento de la plaga como una serie
de componentes. La probabilidad de la entrada y establecimiento de la plaga incluyen
factores como el tamafo del embarque, probabilidades de que la semilla se encuentre
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infectada o infestada, la plaga pueda sobrevivir a la cosecha de los productos
vegetales, a la seleccién de fruta en la cosecha, al tratamiento poscosecha, mortalidad
durante el empaque (corte de fruta) y embarques, después llegar a un habitad
adecuado y con hospederos susceptibles bajo condiciones favorables, nétese que los
componentes y sus probabilidades deben tener unidades comunes y ser
independientes y entonces precauciones contra métodos “simplemente combinados”
dentro de un modelo (como el sugerido por Mangan y Sharp 1994). La distribucién de
la mortalidad para el mismo tratamiento para citricos seguido de diferentes
distribuciones en Mangan et al., 1998 indicaron que aun de que se contara con

informacion de los tratamientos postcosecha podian simplemente ser combinados.

El andlisis del modelo P —HACCP, entonces, nos llevé a reflexionar el papel que juega
la interaccién entre medidas fitosanitarias, con respecto de la independencia que debe
mantener una medida fitosanitaria como lo establece la definicion del enfoque de
sistemas. Estadisticamente podria decirse que la interaccion entre la aplicacién de una
medida fitosanitaria y otra, le confiere dependencia entre dichas medidas, como se

coment6 anteriormente.

Este planteamiento, nos lleva a considerar la posibilidad de explorar el uso de un
sistema en el que comprobadamente exista interaccién y dependencia para lograr el
nivel adecuado de seguridad cuarentenaria; un modelo que integre bajo otra
perspectiva las medidas fitosanitarias. Por lo que es necesario estudiar el concepto de
manejo de riesgo como un proceso evolutivo que tome probit 9 como punto de partida y
tienda a desarrollar expresiones conceptuales comprensivas de los sistemas
cuarentenarios o procesos de manejo regulatorio de forma tal que resulten en sistemas

transparentes y respetables.

Los modelos permiten estudios que serian imposibles con el sistema real, permiten
realizar estudios de sistemas que hasta ahora no existen, en corto tiempo, y permite la
repeticibn de un evento, que ocurriria solamente una vez en un sistema real y la
estimacion de la probabilidad de que este evento ocurra. Un modelo es una forma muy

51



atil de resumir el conocimiento actual de un sistema. La elaboracién de un modelo deja
ver las deficiencias de la informacidén sobre un sistema. Por medio de un analisis de
sensibilidad es posible identificar las variables, los parametros, y las funciones mas
importantes del modelo. Si el modelo es una fiel representacién del sistema, éste

podria probar la sensibilidad del sistema mismo (Arneson, 1991).

3. OBJETIVOS

Caracterizar el sistema de comercializacién de semilla de sandia de importacion,
usando la aplicacion P — HACCP, para identificar Puntos Criticos de Control que eviten
la introduccién y dispersién del patdégeno de alto riesgo Acidovorax avenae subsp.
citrulli (Aac), lo cual sera usado para informar las politicas fitosanitarias en relacion al
comercio de semilla de sandia y fundamentar decisiones al respecto por parte de las
autoridades en una Organizacion Nacional de Proteccién Fitosanitaria.

Desarrollar un modelo de simulacién probabilistica, para evaluar cuantitativamente las
medidas de mitigacién de riesgo implementadas en los puntos criticos de control,
permitiendo interpretar la probabilidad de introduccion y dispersién en términos de afos
hasta que = 1 semilla infectada con A. avenae subsp. citrulli escape del sistema, y se
establezca en México (pais importador).

52



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Analisis del P- HACCP para Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) asociada

con semilla de sandia

4.1.1 Descripcidn del sistema de comercializacion de semilla de sandia

Se describen los pasos que corresponden al sistema de produccion de semilla de
sandia en los cuales se consideré una accién fitosanitaria, por lo tanto no se cubrieron
todas las operaciones de la produccion de semilla. Esta actividad se describi6
considerando el enfoque de la produccion de semilla con fines de mejoramiento a nivel
experimental y posteriormente se complement6 con la produccion de lotes fundacion

para la produccion de semillas en forma comercial.

En un diagrama de flujo se indica la secuencia de actividades involucradas en el
sistema de comercializacion de la semilla de sandia, y en éste se incluyeron las
principales actividades en las que se presentan, por un lado la posibilidad de la
infeccion de la semilla por la bacteria y por otro las que pueden representar una medida
de mitigacién de riesgo.

4.1.2 ldentificacion de riesgos fitosanitarios

Se identifican los riesgos fitosanitarios que pueden ser diseminados en forma no
intencional a una nueva area, es decir, los riesgos que deben de ser eliminados de vias
especificas. En este caso en particular se identific6 como riesgo la probabilidad de
introduccion y dispersion de la bacteria Acidovorax avenae subsp. citrulli, a través de la

importacion de semilla de sandia a México.
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4.1.3 Seleccion de puntos criticos de control

Para cada riesgo significativo identificado debe haber uno o mas puntos criticos de
control (PCC) donde se pueda controlar el riesgo. Los PCC son puntos en la actividad,
donde acciones de control especificadas por P - HACCP son usadas para controlar
aquellos riesgos clasificados como importantes. Muchos puntos no identificados como
PCC en el diagrama de flujo pueden resultar ser puntos criticos de control valiosos en
donde medidas de prevencion rutinarias ayudarian a alcanzar los objetivos generales.
Sin embargo, la planeacion en el sistema P -HACCP puede perder el enfoque si se
identifican innecesariamente muchos puntos como PCC. Unicamente los mejores
puntos para controlar riesgos importantes se consideran PCC. La diferenciaciéon entre
PCC y puntos de control varia de actividad a actividad y depende de la operacion. Al
designar PCC, se debe considerar todas las leyes estatales que se apliquen y que
puedan dictar la identificacion de un PCC. Por ejemplo, en algunos estados es ilegal

transportar ciertas especies por via terrestre.

Se definieron los puntos criticos de control (PCC) utilizando un arbol de decisién como
el que se muestra en la Figura 1, y posteriormente fueron rectificados mediante el uso
del analisis de sensibilidad. Se considerd si en este paso se mitiga el riesgo, y si es el
mejor lugar para la mitigacion de acuerdo a la asociacion biolégica de Acidovorax
avenae subsp. citrulli con la semilla. El diagrama de flujo del sistema de
comercializacién de la semilla de sandia sirvi6 de apoyo para el analisis de los
componentes involucrados en éste y justificar aceptar o rechazar los PCC.

Las medidas de control son acciones que pueden ser usadas para prevenir o eliminar
un riesgo o reducirlo a un nivel aceptable. Un riesgo debe ser controlado si es
razonable que éste pueda ocurrir, y si al no controlarlo adecuadamente, resultara en un

riesgo inaceptable de propagacion de especies indeseables a nuevos habitats.

La forma en la que hasta el momento se ha evaluado la efectividad del sistema es
haciendo uso del monitoreo de los puntos criticos de control, esto permite detectar
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fallas en el sistema y aplicar una medida correctiva. En el caso de recursos naturales
las acciones correctivas se ponen en practica posterior a la deteccién de la falla en el
sistema. Situacién que comprometeria la seguridad cuarentenaria, aplicado bajo este

sistema de evaluacion.

l— Podemos identificar la amenaza en esta etapa?

3| NlO Modificar el e Qi
| procedimiento -
Podemos eliminarla y vale la No la identifica pero requiere
pena el riesgo? un control?
L NO —— |Podra crecer la amenaza? NO
!
Sl
S| }
La puedes detener después?
NO
Punto critico de NO PARE
control

NO es un
punto de
control critico

S| —s

Figura 1. Diagrama de Decision para Identificar Puntos de Control Criticos

4.2 Modelo cuantitativo de evaluacion de los puntos criticos de control

Como una aportacion para la evaluacién analitica y validacion del modelo propuesto de
P — HACCP en el sistema de comercializacién de semilla de sandia y su asociacién con
el patébgeno de alto riesgo Acidovorax avenae subsp citrulli, se desarroll6 un modelo

probabilistico a través del cual se evalluo la efectividad de la propuesta fitosanitaria-
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HACCP, basado en la experiencia en el desarrollo de modelos cuantitativos de los
investigadores Ron Sequeira y Glen Flowler, analistas de riesgo del Centro de Ciencia
y Tecnologia de Proteccion Fitosanitaria CPHST, del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA-APHIS-PPQ). Para ello se realizd una estancia de investigaciéon

en las oficinas de CPHST en Raleigh, Carolina del Norte.

La simulacién probabilistica esta basada en las distribuciones probabilisticas binomial y
pert como se muestra en el Cuadro 2 y con base en la cual se asignaron los valores de
acuerdo a las caracteristicas de la informacién relacionada con los puntos criticos de
control adaptado de Auclair et al.( 2005).

Cuadro 2. Distribuciones empleadas en el modelo de simulacion probabilistica.

Distribucién Parametros Formula en @Risk
Binomial n, p = riskbinomial(n,p)
Pert minimo, mas probable, | = riskpert (min, mas
maximo probable, max)

Después de cuantificar los puntos criticos de control, se construyé un modelo
estocastico usando Excel (Microsoft Corporation, 2007) y @Risk 4.52 software
profesional para modelar probabilidades (Palisade Corporation, 2003). En el modelo de
simulacion se utilizé el muestreo por hipercubo latino en un arreglo aleatorio de uno y
10,000 interacciones (Auclair et al., 2005).

El modelo de simulacion probabilistica permite interpretar la probabilidad de
introduccion y establecimiento en términos de afos hasta que = 1 semilla infectada
escape del sistema, es decir que una semilla de segunda generacién, infectada con A.
avenae subsp citrulli germine en el pais importador. Este valor corresponde al producto
matematico de la distribucion representando los componentes del sistema de
comercializacién de semilla de sandia, considerados puntos criticos de control en el
manejo del riesgo del patégeno. Esta forma de interpretacion permite tener una mejor
idea del nivel de seguridad cuarentenario que se logra con respecto de la forma
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tradicional de basarse en el nivel de mortalidad que logra un solo tratamiento o una
secuencia de medidas fitosanitarias mediante un enfoque de sistemas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Andlisis de riesgo fitosanitario y puntos criticos de control ( P-HACCP) en el
sistema de comercializacion de semilla de sandia infectada con Acidovorax

avenae subsp. citrulli (Aac)

5.1.1 Descripcion del sistema de comercializacion de semilla de sandia

La revisiébn sobre el proceso de produccién de semilla de sandia, se basé en la
informacién proporcionada por el Doctor Wehner, del Departamento de Ciencias
Horticolas, de la Universidad Estatal de Carolina del Norte, quien es el lider del
programa de mejoramiento genético de esta especie y otras cucurbitaceas en la
estacién experimental de Cultivos Horticolas en Clinton, Carolina del Norte.

Con base en la informacion detallada sobre la produccion de semilla, se conformé el
diagrama de flujo que describe la secuencia de actividades que permite posteriormente
realizar la identificaciéon los puntos criticos de control, como parte fundamental del
sistema P-HACCP.

En este sentido la opinidn de los expertos y las visitas al campo, resultaron muy
valiosas. Por lo que también se visitd la estacién de investigacion de cultivos horticolas
en Clinton, Carolina del Norte. La estacién desarrolla una gran variedad de programas
para apoyar la industria vegetal de Carolina del Norte. Uno de sus objetivos es ayudar
a los productores a resolver problemas en la produccién a corto y mediano plazo,
identificar y evaluar alternativas en produccién y mantener sustentabilidad. Uno de los
programas de investigacion es dirigido a sandia.

El diagrama de flujo de las actividades para la produccién de semilla de sandia fue
validado por la Doctora Ellington, asistente de campo del Doctor Wehner, de acuerdo al
proceso de produccion de semilla con fines de mejoramiento genético, para la
produccién de frutos sin semilla, variedades resistentes, manejo fitosanitario, etc. En el
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sistema de produccién el aspecto fitosanitario es considerado desde el momento de la
eleccién de la semilla, para el caso particular de la bacteria, Acidovorax avenae subsp.
citrulli, se requiere que la semilla cuente con un certificado fitosanitario expedido por las
autoridades fitosanitarias del pais donde se produce la semilla que respalde la
compafia que la comercializa, que se encuentra libre del patégeno, ya que la
enfermedad hace algunos anos fue un problema muy importante en Estados Unidos,

aunque en la actualidad ha disminuido.

En la estacion Clinton la produccion de la semilla, no cuenta con un sistema HACCP,
debido a que sus propésitos son de investigacién, sin embargo de acuerdo a su
experiencia consideraron factible la implementacion del P-HACCP, como un nuevo
concepto en el manejo fitosanitario. La informaciéon obtenida se sistematiz6 conforme

se presenta en la Figura 2.
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Figura 2. Diagrama de flujo de los componentes en el sistema de comercializaciéon de
semilla de sandia.

5.1.2 Riesgos fitosanitarios identificados

El riesgo de introduccién y establecimiento de este patdégeno esta basado en la
evaluacién de riesgo de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) asociado a la
importacién de semilla de sandia realizada en el capitulo | de este documento. A través
de dicha evaluacién se concluy6 un alto riesgo, de acuerdo a la calificacién de los
elementos de riesgo en la siguiente forma, el habitat en México es favorable ya que
podria atacar y sobrevivir en sandia en 2 o 3 zonas climéticas en México similares a las

zonas donde el patégeno esta presente.
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En cuanto al rango de hospedantes Aac, ataca multiples especies de plantas dentro de
la familia de las cucurbitaceas, algunas de estas especies se encuentran en México,
como la sandia, melon, pepino y calabaza. Observa un alto potencial de dispersion ya
que logra reproducirse en un periodo de 2 dias en promedio, y en la semilla y plantulas,
asi como su posible dispersion a través de sistemas de irrigacion, lluvia e incluso
vientos fuertes. El impacto econémico de A. avenae subsp. citrulli se relaciona con las
pérdidas en produccién del orden de 100,000 délares por productor en Estados Unidos,
ademas de afectar el mercado de la semilla de sandia en general. El impacto ambiental
de A. avenae subsp. citrulli por un lado puede ocasionar disrupciones importantes en
habitats criticos en México donde se reportan alrededor de 207 especies de
cucurbitdceas y que incluyen bosque tropical, selva baja caducifolia, matorral xeréfilo
con cactaceas columnares, bosque de pino-encino, ruderal, donde las condiciones
ecolégicas podrian ser alteradas tras el empleo de un programa de manejo que puede

implicar el uso del control quimico.

De acuerdo al analisis geoespacial NAPPFAST, México representa un habitat favorable
para la bacteria de acuerdo a la disponibilidad de material hospedante y condiciones
climaticas. Las zonas con mayor potencial de establecimiento de la plaga en México,
con 30 y 45 dias acumulados de condiciones favorables para la infeccidén de la bacteria,
se ubican en los estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y la parte sur
de Veracruz. Las zonas con menor potencial de establecimiento donde se acumulan
entre 5-10 dias favorables se ubican los estados de Sinaloa, Durango, Zacatecas,
México, Hidalgo, Querétaro, Michoacan, Guanajuato, Tlaxcala y Puebla.

Dado el alto potencial de riesgo de la plaga la adopcién de medidas fitosanitarias
especificas es ampliamente recomendada. La inspeccién en el puerto de entrada se
considera insuficiente para proveer seguridad fitosanitaria. La certificacion de las
medidas fitosanitarias aplicadas durante la produccion de la semilla de sandia,
incluyendo el tratamiento a la semilla con acido peroxiacético, puede considerarse en la
mitigacién de riesgo.
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5.1.3 Puntos criticos de control identificados en el sistema de produccion de
semilla de sandia

Las medidas fitosanitarias tienen que ser descritas en términos de su eficacia. Estas se
caracterizan por observaciones bioldgicas o experimentacion de lo que ocurre con
A. avenae subsp. citrulli cuando se aplica una medida fitosanitarias documentada.
Ejemplos de medidas preventivas para aplicaciones fitosanitarias son los controles a
nivel de campo que reducen la oportunidad de utilizar semilla infectada, la aplicacion de

tratamientos de desinfeccion a la semilla, etc.

Los puntos criticos de control (PCC) no necesariamente incluyen todos los puntos
identificados donde existe una asociacién entre una plaga cuarentenaria y la mercancia
de preocupacion. La Figura 2 muestra las posibles medidas aplicadas a los
componentes de un sistema de comercializacion de semilla de sandia. En éste se

destacan los componentes que pueden constituir un PCC.

La evaluacion del modelo integral de medidas de mitigacién de riesgo se basé en 15
componentes del sistema de comercializacién de la semilla de sandia, con énfasis en 7
puntos criticos de control a lo largo de 5 vias, en las que puede ocurrir la infeccidén o la
diseminacion del patégeno.

Las vias y componentes evaluados corresponden a los siguientes: Via 1. Infeccién
natural, componente 1. Seleccion del sitio de produccion, componente 2. Cantidad de
semilla, componente 3. Semillas de sandia infectadas con Acidovorax avenae subsp.
citrulli (Aac) bajo condiciones naturales, componente 4. Sobrevivencia de Aac a la
aplicacion de un tratamiento de desinfeccion; Via 2. Infeccion a través de maquinaria,
componente 5. Diseminacidn del patégeno a través de la maquinaria; Via 3. Infeccion
a través de la segunda generacién, componente 6. Semillas infectadas que escapan de
la deteccion, componente 7. Semilla por fruto y capacidad de germinacién; Via 4.
Infeccién a través de la exportacidon, componente 8. Sobrevivencia de Acidovorax
avenae subsp. citrulli, componente 9. Sensibilidad de deteccién de Acidovorax avenae
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subsp. citrulli a través de pruebas de diagnéstico como PCR y de una prueba negativa
para Aac mediante la siembra directa en condiciones controladas, componente 10.
Sobrevivencia de Acidovorax avenae subsp. citrulli al tratamiento de agua caliente,
componente 11. Sobrevivencia de Acidovorax avenae subsp. citrulli al sellado del
empaque, componente 12. Certificacion Fitosanitaria por parte del pais exportador; Via
5. Probabilidad de importacion, componente 13. Cantidad de semilla importada por
pais, componente 14. Inspeccion y toma de muestra en el punto de entrada,
componente 15. Sensibilidad a la deteccién de Acidovorax avenae subsp. citrulli a la
prueba de ELISA.

Los 7 componentes en los que se considerd el mejor lugar para la mitigacion de riesgo
de acuerdo a la asociaciéon biolégica de Aac con la semilla de sandia se describen a
continuacién, segun la via a la que corresponde el componente considerado como

punto critico de control.

Via 1. Infeccién natural

Componente 1: Seleccion del sitio de produccién / Punto critico de control (PCC)

Las zonas de produccién de la semilla basica, se establecen en regiones donde se
sabe que A. avenae subsp. citrulli (Aac) no ocurre, principalmente por que cuenta con
climas frios y secos, y corresponde a una regidon semiarida donde estas condiciones
permiten el escape de la transmisién del patégeno a la semilla. Asimismo, la
produccion de semilla se realiza en areas aisladas, alejadas de otros sitios productores
de fruto de sandia u otros posibles hospederos como cucurbitaceas. Adicionalmente
estos campos son protegidos con mallas antiafidos para evitar la incidencia de otros
patdgenos transmitidos por este tipo de vectores (Kucharek y Roberts, 2005). Las
acciones para mitigar el riesgo de la infeccion de Aac en semillas de sandia, en este
componente, lo convierten en un punto critico de control, ya que si estas acciones no

son realizadas en este componente, ya no pueden ser efectuadas en el siguiente.
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Figura 3. Campo productor de semilla de sandia en Ica, Pera.

Componente 4. Sobrevivencia de Acidovorax avenae subsp. citrulli a la aplicacion de

un tratamiento de desinfeccién a la semilla / Punto critico de control (PCC).

En la aplicacion del tratamiento se debe tomar en cuenta dénde esta la bacteria en la
superficie o en el embrion de la semilla. Para el caso de Aac las empresas productoras
de semilla han reemplazado la utilizacién de productos a base de cobre porque no
erradica al patégeno, ya que no penetra el embrién de la semilla. El tratamiento a la
semilla consiste en la fermentacién con Tsunami 1.25%, cuyo ingrediente activo es
acido peroxiacético (AP), el cual a bajas concentraciones tiene una actividad
antimicrobial y ha sido evaluado como uno de los desinfectantes que pueden erradicar
eficazmente a Aac, asi como otras enfermedades que se transmiten por semilla en
sandia; éste puede ser aplicado con seguridad a semillas cosechadas de sandia sin
afectar la calidad de la semilla y la capacidad de germinaciéon, como ocurre con el
tratamiento hidrotérmico (Block, 2001). El protocolo de tratamiento mas efectivo
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aplicado a la semilla en Estados Unidos correspondi6 a 30 minutos con &acido
peroxiacético a 1600 pg/ml, seguido por el secado para disminuir la humedad de
semilla en un horno secador a 40°C (Hopkins et al., 2003). Considerando que la
prevencién de la transmisién de Aac a través de la semilla es la forma mas efectiva de
control, y la aplicacién del tratamiento limpia tanto la superficie de la semilla como la
apertura de la semilla, posterior a la germinacién, éste se convierte en un punto critico,
dado que la mitigacion del riesgo en la prevencién de la infeccidn, no se lograra en el

siguiente componente.
Via 3. Infeccion a través de la segunda generacién

Componente 6. Semillas infectadas que escapan de la deteccidén/ punto critico de

control.

La seleccién de la fruta de la cual se va a extraer la semilla, debe realizarse a través de
una inspecciéon de los sintomas tipicos de Aac en frutos y follaje, los inspectores deben
estar preparados para reconocer las variaciones en sintomatologia. Con base en lo
anterior no se deben cosechar semillas de campos con sospecha de sintomas similares
a los de Aac, hasta que se confirme que no se trata de este patégeno (Figura 4). Esto
puede consistir en pruebas serolégicas disponibles seguidos el asilamiento del

patdgeno y confirmando con una prueba de laboratorio mas precisa.
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Figura 4. Sintomas en fruto y follaje de Acidovorax avenae subsp. citrulli.

Via 4. Infeccion a través de la exportacion

Componente 8. Sobrevivencia de Acidovorax avenae subsp. citrulli al procedimiento de

secado de la semilla de sandia / Punto critico de control

El secado debe ser rapido y se hace con una maquina especial para lograr entre el 6 y
8 % de humedad. Las semillas se deben exponer al secado en capas delgadas, las
capas gruesas propician un secado deficiente. Asi mismo un secado lento favorece la

incidencia de la bacteria, por lo que se consider6 un punto critico de control.
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Componente 9. Sensibilidad de deteccién de Acidovorax avenae subsp citrulli a través
de pruebas de diagnostico como la técnica de la reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR) y de una prueba negativa para Aac mediante la siembra directa en condiciones
controladas/Punto critico de control.

No hay 100% de desinfeccién en la semilla con la aplicacién del tratamiento con
tsunami. Prueba negativa para Aac mediante la siembra de un minimo de 10,000
plantulas por lote en invernadero bajo condiciones adecuadas de humedad vy
temperatura para la expresién de sintomas de Aac, por tres semanas para comprobar
que esta libre de la bacteria (Gitaitis y Walcott, 2007). Considerando el potencial de
devastacioén de la bacteria, un umbral alto fue establecido, una plantula infectada en
30, 000 es suficiente para rechazar el lote completo. Sin embargo la técnica presenta
ciertas limitaciones como el tiempo que toma, la disponibilidad de espacio en el
invernadero y en las plantulas que son moderadamente infectadas no muestran

sintomas obvios y visibles para ser detectados.

Por esta razén la técnica de PCR clasico y tiempo real se ha propuesto como una
técnica rapida y confiable (Bahar et al., 2008). Sin embargo en la practica esta técnica
de diagnostico no esta estandarizada para el diagnéstico de semillas a nivel comercial
ya que tiene ciertos problemas con inhibidores de la reaccién, como la presencia de
productos a base de cobre, por lo que Unicamente se ha utilizado a nivel experimental,
la sensibilidad es buena, pero genera falsos negativos y falsos positivos. Por otro lado,
la técnica solo puede identificar la presencia de células, las cuales pueden estar
muertas, DNA o antigenos libres, pero aun asi el diagnostico positivo no significa que la
bacteria se encuentre viable, es decir que su capacidad patogénica no esté alterada
(Gitaitis y Walcott, 2007). Los métodos de deteccion de Aac en lotes de semilla previo a
su venta y distribucidén representan un punto critico de control ya que la mitigacion del

riesgo en la prevencidn de la infeccion, no se lograra en el siguiente componente.
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Componente 12. Certificacion Fitosanitaria por parte del pais exportador / Punto critico
de control

La Organizacion Nacional de Proteccion fitosanitaria del pais exportador certificara con
base al proceso de produccién y evidencias que la industria documente que cumple
con los requisitos del pais importador. La mitigacién del riesgo en la prevencién de la
infeccion, no se lograra en el siguiente componente, por lo que se considera un punto

critico de control.

Via 5. Infeccion a través de la importacion

Componente 14. Toma de muestra en el punto de entrada/Punto critico de control

La toma de muestra se realiza con base en el manual de muestreo en el cual se
establece el tamafio de muestra adecuado dependiendo del tamafio del lote y el
tamano de la semilla para logar un nivel de confianza de 95%. La correcta toma de la
muestra permite mitigar el riesgo de introduccion y diseminacién de la bacteria en este

componente.

Componente 15. Sensibilidad a la deteccion de Acidovorax avenae subsp. citrulli a la
prueba de ELISA/ Punto Critico de Control (PCC)

La prueba de diagnéstico ELISA puede presentar algunas desventajas en su empleo, la
prueba se basa en una toma de muestra de 100 semillas. Esta técnica puede resultar
ineficiente debido a que es una prueba de diagnéstico en la que el anticuerpo solo
detecta presencia de Aac y no detecta si la bacteria tiene capacidad patogénica. Es
una prueba que requiere de interpretacion y si la calidad del lector de luminosidad no
es buena, puede ser interpretada como falsos positivos o falsos negativos. El resultado
del diagndstico permite mitigar el riesgo de introduccién y diseminacion de la bacteria
en este componente, lo cual ya no podra ser controlado en en el siguiente componente.
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5.2 Simulacion probabilistica para cuantificar el efecto de la mitigacion del riesgo
de introduccidén de semillas infectadas con Acidovorax avenae subsp. citrulli

La simulacion probabilistica del efecto de la mitigacion del riesgo de introduccién de
semillas infectadas con Acidovorax avenae subsp. citrulli siguiendo en el tiempo los
cambios de un modelo del sistema real de comercializacién de semilla de sandia,
ayuda a comprender el funcionamiento del sistema y evaluar diferentes estrategias
(dentro de los limites impuestos por un criterio o conjunto de criterios) para la operacién
del sistema (Vose, 1996). La simulacién incluye tanto la modelizacién como el uso del
modelo para describir, explicar y predecir el comportamiento del sistema real. El
modelo contiene sélo los aspectos esenciales del sistema real que representa. Aquellos
aspectos del sistema que no contribuyen significativamente en su comportamiento no
se deben incluir, ya que lo que harian seria obscurecer las relaciones entre las
entradas y las salidas. A continuacidén se describen los componentes considerados en
la entrada de datos del modelo probabilistico para lograr la cuantificacion, sin embargo
no representa una accién en la mitigacion del riesgo en la infeccién de semillas de
sandia con Aac. La salida del modelo de simulacién probabilista se obtuvo en Excel,
asi como la grafica que muestra la eficiencia del modelo se muestran en el Anexo de

este capitulo.

Via 1. Infeccion natural

Componente 2. Cantidad de semilla

En el modelo arbitrariamente se consider6 una cantidad maxima de 20,000, una

promedio de 40,000 y una maxima de 80,000 como la cantidad aproximada de semilla

que producida por compania.
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Componente 3. Semillas de sandia infectadas con Acidovorax avenae subsp. citrulli

bajo condiciones naturales.

La epidemiologia de la plaga no esta bien determinada, por lo que no es sencillo
conocer la via de infeccién natural en campo cuando la bacteria ha sido introducida por
la propia semilla. Se considera que la infeccién de la semilla se produce en el campo
cuando ésta germina y entra en contacto con la bacteria, que se encuentra en el
endospermo de la semilla. Para asignar este valor se consideraron los reportes en
estudios donde no se han aplicado medidas de control especificas para el control de la
bacteria. Este escenario se prevé que las acciones de mitigacién del componente 1, no
fueron realizadas. De esta forma se ha estimado que la semilla de sandia infectada con
Aac es una semilla infectada por cada 9,000 (Latin et al., 1995).

Via 2. Infeccion a través de maquinaria

Componente 5. Diseminacién del patégeno a través de la maquinaria.

Se considera que el impacto que se tiene en la diseminacién de la bacteria, a través de
la maquinaria e implementos usados en invernaderos y almacigos para la produccion
de plantulas y durante la cosecha de frutos para extraer la semilla de sandia es
minimo. En este sentido, Latin et al (1995) reporta que el uso de soluciones de
hipoclorito de sodio (cloro para uso doméstico al 10%) resulta en la disminucién de los

niveles de sobrevivencia de Aac.

Via 3. Infeccion a través de la segunda generacién

Componente 7. Semillas por fruto y capacidad de germinacion

La segunda generacion puede propiciar 2 tipos de semilla. Diploide, que puede producir
una nueva generacién, sin embargo si ésta resulta infectada no hay responsabilidad de

la compafia productora, porque la infeccién pudo provenir de las condiciones en las
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cuales se cultivd en el campo. Hibrida o triploide, produce semilla estéril, no es posible

obtener nuevamente semilla.

La cantidad de semilla para fruto depende de la variedad. Por ejemplo la variedad
Quetzaly que presenta frutos grandes produce entre 175 — 250 semillas, mientras que
las variedades triploides fruta pequefna y dulce, produce entre 35 -50 semillas por fruto.
Algunas frutas muy pequenas, llamadas personales, producen en promedio 15

semillas.

El porcentaje de germinacién estandar en semilla de sandia es de 95%, aunque existen
factores como las altas temperaturas que disminuyen el porcentaje de germinacion. Al
respecto Demir y Van De Venter (2000) sefalan que el tratamiento de la semilla a una
temperatura de 60°C por periodos de 20 horas, disminuye el porcentaje de germinacién
a un 78% y que estas condiciones pueden presentarse durante el manejo de la semilla

en la cosecha o el almacenamiento.

Via 4. Infeccion a través de la exportacion

Componente 10. Sobrevivencia de Acidovorax avenae subsp citrulli al tratamiento de

agua caliente

El tratamiento en agua caliente resulta inapropiado para la semilla de produccién
comercial, ya que indudablemente reduce la germinaciéon de la semilla. No se aplica
para remediar, es mejor desechar la semilla y no correr riesgos de dispersién. Este
riesgo debe ser controlado en el componente anterior y en el tratamiento preventivo

descrito en el componente 4, previendo la aplicacion de un tratamiento de desinfeccion.

Componente 11. Sobrevivencia de Acidovorax avenae subsp citrulli al sellado del

empaque.
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La carencia de oxigeno matan a la semilla por lo que los empaques de semillas no se

sellan al vacio.
Via 5. Infeccion a través de la importacion
Componente 13. Cantidad de semilla importada por pais

La cantidad aproximada de semilla que se importa en promedio por una compania, 0
en promedio por ano en México. De acuerdo a los registros en la Direccion General de
Sanidad Vegetal durante el ano del 2008 se expidieron hojas de requisitos que

autorizaron un total de 1, 488, 554 kilogramos de semilla’.

De esta forma el parametro final en el modelo de simulacion, designado como la
probabilidad de introduccion y dispersion en términos de anos hasta que = 1 semilla
infectada escape del sistema, y logre germinar en el pais importador es de 0.001 y el
tiempo promedio hasta que esto suceda es de 1,000 afios (Vose, 1996; Palisade
Corporation, 2002, 2003).

5.3 Papel de la industria en el P-HACCP

Un aspecto vital de las responsabilidades de la industria es establecer y mantener
registros que documenten la implementacion de limites criticos o medidas fitosanitarias
relacionadas con puntos criticos de control, asi resulta en una continua auto

inspeccion.

El Plan P-HACCP describira técnicas, métodos y tratamientos que controlaran los
riesgos identificados. La supervision de limites de control especificados puede evitar
acciones correctivas cambiando tratamientos antes de exceder un limite de control

critico. Por lo que es necesario tener en cuenta que la verificacion y corroboracién

' Rosas. 2009. Comunicacion personal. Direccién General de Sanidad Vegetal.
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seran claves en esta metodologia. La documentacién precisa, contribuye a verificar que
los procedimientos P -HACCP estén controlando los riesgos fitosanitarios en forma
efectiva. Las acciones correctivas deben ser descritas en un formato y deben ser
implementadas para restablecer control tan pronto como se note un problema. La
accion correctiva debe resolver problemas inmediatos asi como suministrar soluciones
a largo plazo. Fallas rutinarias en los limites de control significan que el plan P-HACCP

necesita ser actualizado.

El plan P-HACCP debe contar con documentos de ayuda sobre verificacién y otros
archivos. La verificacion es importante ya que asegura que los procedimientos en los
PCC estén funcionando efectivamente. La revisidén regular de documentos de control y
de accion correctiva permite a los supervisores saber si los limites de operacién estan
eliminando las plagas cuarentenarias. La verificacion incluye exdmenes para revisar si
los planes P-HACCP estan funcionando y si se estan siguiendo. Ademas de verificar
PCC, los planificadores de P-HACCP deben elaborar un calendario de verificacion para
el sistema completo.

La corroboracién, un componente de la verificacion, suministra evidencias objetivas de
que el plan se basa en informacién cientifica y que representa un enfoque valido para
controlar los riesgos fitosanitarios a través del manejo de recursos. El equipo P-HACCP
0 supervisores externos deben corroborar los componentes del plan antes de confiar en
él mismo para el control de estos riesgos. Las estrategias de planificacién deben

revisarse regularmente y actualizarse para incorporar técnicas nuevas.

Varias Organizaciones Nacionales de Proteccién Fitosanitaria han establecido el
reconocimiento a través de la certificacién de los programas que integran diferentes
componentes dando el enfoque P-HACCP, por ejemplo el Departamento de Agricultura,
Pesca y Forestal de Australia, reconoce a través del sistema de manejo de granjas
(The Farm Management System, FMS), unidades productoras de material propagativo
(viveros), para fomentar a los productores primarios a adoptar las mejores practicas de
manejo y estar mejor preparados para el futuro a través del analisis de riesgo y un plan
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de accion. Esto fomenta la identificacion de riesgos (produccién, ambiental,
bioseguridad, fitosanitario, etc.) dentro de la planeaciéon y requerir acciones para

minimizar su impacto (McMahon, 2007).

Este es un sistema de mejora continua que utiliza la asistencia para guiar a la industria
hacia ciclos de cambio y adopcion de tecnologia. Este enfoque es adoptado para
asegurar que las areas que requieren mejorarse estan siendo atendidas y
continuamente revisadas, por ejemplo en el caso de riesgo fitosanitarios se mitigue a
través de disciplinas cuarentenarias internas en materiales de importacién y
exportacién. De esta forma, la industria y el gobierno aseguran un futuro sustentable
para productores primarios, asimismo se da soporte a futuros accesos a nuevos

mercados y preparar a la industria para potencializar la exportacién (McMahon, 2007).
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6. CONCLUSIONES

7. Los tratamientos cuarentenarios de nivel probit 9 son frecuentemente usados
para plagas cuarentenarias de alto riesgo. La eficiencia de estos tratamientos
asegura una eficacia de 99.9968 en la mortalidad. Sin embargo, bajo
condiciones fluctuantes (variacion en la tasa de infestacién y patrones de
distribucién), este tipo de tratamiento puede ser insuficiente para garantizar la
seguridad cuarentenaria requerida, ya que enfatiza sobre el nivel de mortalidad
de la plaga y esto no tiene relacién directa con la probabilidad de introduccién al
pais importador de la poblacién de plaga cuarentenaria sobreviviente.

8. La inspeccién convencional es una fuente relativa de informaciéon generalmente
intensiva, poco eficiente y reactiva mas que preventiva comparada con la
metodologia P-HACCP, para asegurar el cumplimiento de las medidas
fitosanitarias. Usando una técnica de inspeccién convencional, la parte
regulatoria Unicamente puede determinar condiciones durante el tiempo de la
inspeccion, lo cual provee de una vision limitada de las condiciones al momento
de la inspeccion. Sin embargo, con la adopcién de la metodologia P-HACCP, se

pueden determinar condiciones actuales y del pasado.

9. A través de la metodologia P-HACCP se identificaron 5 vias asociadas a la
introduccién y diseminacion de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) en el
sistema de comercializacion de semilla de sandia, dénde 15 componentes fueron
usados para modelar el sistema, y siete de ellos fueron identificados como

puntos criticos de control.

10.La evaluacién del sistema P-HACCP, mediante los valores de los 15
componentes usados el modelo de simulacion probabilistica del sistema de
comercializacién de semilla de sandia resulté en un tiempo promedio para que

> 1 una semilla infectada con Aac escape del sistema de comercializacién de
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11.

semilla de sandia y se establezca en México (pais importador) igual a 1,000

anos.

P—HACCP claramente identifica a los importadores y exportadores como la parte
final responsable para asegurar una buena condicién fitosanitaria de los
productos agricolas durante su comercio. P-HACCP requiere que la industria,
analice sus métodos de produccién y manejo de plagas en una manera racional
y con bases cientificas para identificar los puntos criticos de control y para

establecer limites criticos y procedimientos de monitoreo.

12.El sistema P-HACCP permite a la parte regulatoria determinar el grado de

cumplimiento de la industria, tienen la oportunidad de ver atras a través del
tiempo y asi estar mas seguros de que el proceso esta bajo control. De esta
forma las Organizaciones de Proteccion Fitosanitaria pueden enfrentar el
desafio de aplicar nuevos enfoques para asegurar los niveles adecuados de
proteccion fitosanitaria, y reconocerlos e incluso hasta certificarlos.

13.P-HACCP puede ser utilizado para analizar en forma integral las medidas de

mitigacion de riesgo fitosanitario de productos agricolas de alto impacto como:

frutas, material propagativo, flores, etc.
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ANEXO CAPITULO 2

RESULTADOS DE LA EFICIENCIA DEL SISSTEMA P-HACCP

5% <=52 M ean = 1,000 95% <=2,994
1.0 1, -
[] 1
1 — 1
_
1 1
0.8 {* '
1 1
= ' '
= ' '
Q 1 1
S 06+ :
g n 1
o 1 1
g | -
= ' !
g 0.4 T // f
= 1 / 1
: 1 / 1
(&) 1/ 1
021"/ '
1 / 1
|// 1
i 1
q“‘ !
O-O = T T l\ T T T
0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000
Years

7,000

Figura 1. Resultados de la eficiencia del sisstema P-HACCP
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Simulacion probabilistica para cuantificar el efecto de mitigacion de riesgo de introduccion de semillas infectadas con Acit
min,ml,max 20.000.000  40.000.000
point estimate 0,000111111
min,ml,max 0,1 0,5
10 100
machines used to harvest seeds min,ml,max 1.000 1.500
plinfected) 10 3.025
infected machines
p(survives disinfection) point estimate 0,0032
infected machines after disinfection
plinfected machine infects seed) point estimate
seeds infected by machines
p(seed infected by machine is already naturally infected) 0.107843137 43,333,333
seeds infected by machines already naturally infected
seeds infected by machines not already naturally infected 15,000
min,ml,max 10.000 15.000
1 3.025
point estimate
point estimate
43,333,333
min,ml,max 0,2 0,3
9.000 10.000
min,ml,max 50 100
min,ml,max 0,7 0,8
min,ml,max 0,4 0,5
1 100
5 150
2 500
min,ml,max 0,01 0,1
1rst seeds produced by company
p(seeds germinate)
2nd generation seeds germinate into fruit
seeds per fruit
2nd generation seeds produced by company
proportion of 2nd generation seeds exported by company |13,899,653,400| min,ml,max 0,85 0,90
2nd generation seeds exported by company ) K
2nd generation seeds imported by country min,ml,max 100.000.000  250.000.000
3,509,688,060 0.90
99 100
10 100
0 p(infected seed gets through) 5,00E-04
0
p(climate conducive for infection survival) 2000 min,ml,max 0,1 0,5
2nd generation infected seeds that sunvive climate 0.516666667
p(seeds germinate) " 0s,n 9.000 10.000
2nd generation infected seeds that germinate 0.899920016
plinfected seed germinates) 7 0 p(infected seed germinates) 4,00E-04
\years until at least 1 infected seed germinates . 1000

avenae subsp. citrulli

0.000.000 [oBabifitic fircionm
parameter
math/logic
1 output
have data
can probably get data
expert opinion probably needed

2.000
machine infection pathway

likelihood of importation

importing country establishment

20.000

0,4

150

0,9

0,6

0,5

0,95

500.000.000




min,ml,max 20.000.000 40.000.000  80.000.000
point estimate 0,000111111 parameter
math/logic
min,ml,max 0,1 05 1 output

have data

can probably get data
expert opinion probably needed

s,n 10 100

min,ml,max 1.000 1.500 2.000
s,n 10 3.025 machine infection pathway

point estimate 0,0032

point estimate likelihood of importation

importing country inspection
s,n =RiskBinomial(t =ROUND(RiskPert(D1,E1,F1),0) importing country establishment

=IF(B16=0,B14,0)

min,ml,max 10.000 15.000 20.000

s,n 1 3.025

point estimate
point estimate
s,n - =ROUND(RiskPert(D1,E1,F1),0)
=IF(B26=0,B24,0)
=RiskOutput(“first generation infected seeds")+B7+B17+B27
min,ml,max 0,2 03 0,4
s,n 9.000 10.000
min,ml,max 50 100 150

=B32'B33

min,ml,max 0,7 08 0,9
=RiskOutput() + ROUND(RiskNormal(B34‘B35,SQRT(B34*B35*(1-B35))),0)
min,ml,max 0,4 0,5 0,6

s,n 1 100
s,n 5 150
s,n 2 500

min,ml,max 0,01 0,1 0,5
=RiskOutput() + RiskBinomial(B44,B45)

=ROUND(B49*B50,0)

min,ml,max 0,85 0,90 0,95
=ROUND(B51*B52,0)

min,ml,max 100.000.000 250.000.000  500.000.000
s,n =ROUND(Rist =ROUND(B51*B52,0)

s,n 99 100

=B56-B58
s,n 10 100

=RiskOutput() + B58+B61
=RiskOutput() + IF(B62>=1,1,0) plinfected seed gets through) 5,00E-04
=RiskOutput() + 1+RiskNegbin(1,D63)
=RiskPert(D65,E65,F65) min,ml,max 0,1 05 1
=RiskBinomial(B62,B65)
=RiskBeta(D67+1,E67-D67+1) s,n 9.000 10.000
=RiskOutput() + RiskBinomial(B66,B67)
=RiskOutput("p(infected seed germinate)")+IF(B68>=1,1,0) plinfected seed germinates) 4,00E-04
=RiskOutput() + 1+RiskNegbin(1,069)




