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Presentacion

as actuales circunstancias que afronta el mundo y nuestra region andina a consecuencia

del COVID-19, demuestran que la agricultura es fundamental para generar bienestar social,

por ello desde la Secretaria General de la Comunidad Andina consideramos prioridad, la

atencion a las distintas problematicas que afronta este sector, como es el impacto que
generan las plagas frente a las cosechas y la disponibilidad de alimentos.

Resulta necesaria la gestion fitosanitaria de la agricultura como medio, para lograr obtener la
cantidad y calidad de los alimentos requeridos para nuestros 111 millones de ciudadanos andinos.
Enfrentar las plagas, implementando soluciones integrales y contextualizadas a la realidad,
demanda un esfuerzo conjunto, que incluye la participacién del sector publico y privado, de
nuestros agricultores, la comunidad cientifica, investigadores y profesionales en multiples areas
de las ciencias.

En medio de esta pandemia y estando en el Afo Internacional de la Sanidad Vegetal (AISV), cuyo
objetivo es el de concienciar a las personas sobre la importancia de proteger la salud de las plantas
y asi prevenir la propagacién de plagas y enfermedades de los vegetales, la Secretaria General de
la Comunidad Andina presenta la “Guia Andina para el Diagndstico de Fusarium Oxysporum f.sp.
cubense Raza 4 Tropical (R4T) (syn. fusarium odoratissimum), agente causal de la marchitez por
Fusarium en musaceas (platanos y bananos)”.

Este documento que incluye las herramientas disponibles para el diagnéstico del Fusarium
Raza 4 Tropical, ha sido logrado gracias al esfuerzo conjunto de las Organizaciones Nacionales
de Proteccion Fitosanitaria (ONPF) de los Paises Miembros de la CAN, diversas instituciones
y ciudadanos andinos, que, a través de sus conocimientos en agronomia, biologia, biologia
molecular, biotecnologia, entre otras aplicaciones de la ciencia que se requieren para enfrentar el
diagnéstico de plagas de alta complejidad, brindaron valiosos aportes; en particular, expresamos
nuestro agradecimiento al cientifico colombiano Fernando Garcia-Bastidas, investigador de la
Universidad de Wageningen y Keygene.

Para los paises de la Comunidad Andina los platanos y bananos revisten una alta importancia,
no sélo por su valor agroindustrial y exportador, sino por el significado para la seguridad
alimentaria de poblaciones indigenas y afrodescendientes. Colombia y Ecuador siendo dos de
los mas grandes exportadores de banano en el mundo, Peru logrando posicionarse en mercados
europeos por la produccién organica y casos exitosos de implementacion de comercio justo; y
Bolivia abasteciendo a paises del Cono Sur.

Consideramos que el aporte de esta Guia se direccionara a la deteccién temprana y adecuado
diagnostico del R4T, como base para la toma de decisiones, por parte de las
instituciones responsables de la vigilancia fitosanitaria de esta plaga en los Paises Miembros de
la Comunidad Andina, y que pasando esta crisis, podremos ampliar nuestra capacidad
exportadora para convertirnos como CAN en la despensa del planeta.

Jorge Hernando Pedraza
Secretario General de la CAN
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La produccion global de platano y banano se en-
cuentra seriamente amenazada por la rapida dis-
persion intercontinental del hongo fitopatdégeno,
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropi-
cal (R4T) el cual ha sido clasificado recientemente
como Fusarium odoratissimum por Maryani et al.
(2018). RAT tiene la capacidad de ocasionar, en clo-
nes de Cavendish, la enfermedad conocida como
Marchitez/Marchitamiento del banano, Fusariosis
del banano o coloquialmente Mal de Panama, ca-
pacidad que no tienen las razas 1y 2, por cuanto los
clones Cavendish exhiben, en general resistencia a
tales razas.

La dispersion del R4T es un peligro inminente para
la industria bananera de América Latina que susten-
ta la produccién de consumo local y la de exporta-
cion en materiales del cultivar Cavendish, y también
para los pequefos productores de platano, toda vez
que RA4T tiene la capacidad de causar enfermedad
en otros grupos genéticos (AAB, ABB) incluidos los
platanos (Garcia-Bastidas 2019).

En los Paises Miembros de la Comunidad Andina
(Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru), el R4T tiene
la categoria de Plaga Cuarentenaria, y es una gran
preocupacion teniendo en consideracion que en la
region se producen cerca de 10.6 millones de to-
neladas de banano y 6.9 millones de toneladas de
platano (FAOSTAT, 2019).

R4T ha sido reportado recientemente en Colombia
(Garcia-Bastidas et al. 2019), y de acuerdo con la
notificacion oficial realizada por el Instituto Colom-
biano Agropecuario (ICA), mediante su sistema de
alertas, R4T es una Plaga Cuarentenaria presente y
sujeta a control oficial, restringida al departamento
de la Guajira, lugar en el que se ejecutan acciones
de cuarentena y contencion para prevenir la disper-
sion, bajo las disposiciones establecidas por dicha
institucion.

El Comité Técnico Andino de Sanidad Agropecuaria
(COTASA) y la Secretaria General de la Comuni-
dad Andina han priorizado el desarrollo de acciones
para contribuir con la prevencion, a través de ac-
ciones que incluyen la comunicacion del riesgo y el
diagnostico confiable y oportuno.

Guia andina para el diagnéstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

1. Antecedentes

La disponibilidad de metodologias de diagndstico
para R4T es un factor critico para lograr una de-
teccion temprana de la enfermedad, que articulada
con las acciones de vigilancia fitosanitaria oficial
que realizan las Organizaciones Nacionales de Pro-
teccién Fitosanitaria (ONPF), sustentan eficazmen-
te la toma de decisiones adecuadas y la aplicacién
de medidas fitosanitarias para prevenir la dispersion
y/o establecimiento de R4T en la regidn.

En el ambito regional, se requiere disponer de infor-
macion para el diagnéstico, que facilite en tiempo
y forma las actividades de las ONPF y la toma de
decisiones. En virtud de lo anterior la Comision de
la Comunidad Andina, mediante la Decisién 832,
aprobd un proyecto para la estandarizacion regio-
nal del diagndstico de R4T, motivo por el cual, una
de las actividades planeadas fue la realizacion del
“Taller regional de nivelacién capacidades en diag-
nostico para la deteccion de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense RAZA 4 TROPICAL (FOC R4T), en
la Comunidad Andina (CAN)”, en el cual participa-
ron especialistas en diagndstico de los laboratorios
de las ONPF de la CAN, con el fin de fortalecer la
estrategia regional para evitar la dispersion del pa-
tégeno que ocasiona la temida enfermedad.

Este documento se concibié con ocasion del men-
cionado taller, bajo la tutoria y liderazgo del Dr. Fer-
nando Garcia-Bastidas, investigador y consultor
experto en diagndstico egresado de la Universidad
de Wageningen y quien actualmente se desempe-
fla como investigador en el area de mejoramiento
genético de musaceas en KeyGene (Paises Bajos).
Garcia-Bastidas facilité las sesiones practicas rea-
lizadas y proporcioné la base documental para que
los especialistas en diagndstico revisaran y discu-
tieran la informacion contenida en la presente guia,
la cual servira como base para lograr posteriormen-
te una estandarizacion regional del diagndstico para
R4T.

La Agencia Ecuatoriana de Regulacion y Control
Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD) del Ecuador
fungié como anfitrion del taller en sus laboratorios
de Tumbaco, del 6 al 10 de noviembre de 2019, en
el cual se realizaron todas las sesiones practicas.




Lista de participantes del Taller regional de nivelacion capacidades en
diagnostico para la deteccion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
RAZA 4 TROPICAL (FOC R4T), en la Comunidad Andina (CAN)”
CONTACTO INSTITUCION CARGO PAIS
Cristian Marcelo SENASAG Encargado Biologia Molecular Bolivia
Montero Vallejo
Juan Carlos SENASAG Encargado Oficina local Chimoré Bolivia
Camacho
Geordana SENASAG Responsable Nacional Vigilancia Bolivia
Zeballos Céspedes Fitosanitaria
Hernan ICA Responsable de Laboratorio de Cuarentena | Colombia
Emiro Ortiz Vegetal
Oscar Dix ICA Director técnico de Analisis y Diagndstico Colombia
Agricola
Mariluz Ayala ICA Analista del laboratorio Nacional de Colombia
Diagndstico Fitosanitario
Silvia Pachacama AGROCALIDAD | Responsable técnico del Laboratorio de Ecuador
Guolotufia Biologia Molecular
David AGROCALIDAD | Responsable técnico del Laboratorio de Ecuador
Jarrin Escudero Biologia Molecular
Karla Méndez AGROCALIDAD | Analista del Laboratorio de Biologia Ecuador
Molecular
Hernando Regalado | AGROCALIDAD | Responsable del Laboratorio de Fitopatologia | Ecuador
Alexander Toaza AGROCALIDAD | Analista del Laboratorio de Fitopatologia Ecuador
Jairo Guevara AGROCALIDAD | Analista del Laboratorio de Fitopatologia Ecuador
Ana Garrido AGROCALIDAD | Directora de Diagnostico Vegetal Ecuador
Johana Buitrén INIAP Analista de servicios especializados Ecuador
Mario 1za INIAP Técnico de Laboratorio de Biologia Molecular | Ecuador
Freddy Magdama CIBE-ESPOL Docente - Investigador Ecuador
Fernando KeyGene — WUR | Investigador y tutor del curso Holanda
Garcia-Bastidas
Judith Echegaray SENASA Responsable del laboratorio de micologia Peru
Buezo
Ida Micaela SENASA Responsable del laboratorio de Biologia Peru
Bartolini Martinez Molecular
Mcneil Danilo Farfan | SENASA Especialista de Laboratorio de micologia Peru
Menéndez
Camilo Beltran SGCAN Funcionario Internacional en Sanidad Vegetal | Colombia
Ramodn Canizares SGCAN Funcionario Internacional en Sanidad Vegetal | Bolivia
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2.1. Banano, contexto historico

Texto adaptado al esparfiol del documento Panama
disease in banana: spread, screens and genes por
Garcia-Bastidas (2019)

Etimoldgicamente, la palabra banano probablemen-
te se origind cuando los soldados de Medio Orien-
te introdujeron la fruta en Africa alrededor del 650
a.C. Los soldados llamaron a la fruta “banan”, que
es la variacion arabe de la palabra “dedo” (Koeppel
2008). Se afirma también que la palabra banana se
pudo haber originado de la palabra wolof de Africa
occidental “banaana”, que luego se incorporé al in-
glés a través de viajeros espanoles o portugueses.

Aunque la fruta eventualmente fue introducida en el
mundo occidental a partir de plantaciones indias por
soldados bajo el mando de Alejandro Magno (327 a.
C.), la evidencia preliminar sugiere que los habitan-
tes de Papua Nueva Guinea ya cultivaban bananas
silvestres 5.000 anos antes de Cristo (Price 1995,
Denham et al. 2003). Alrededor de los afos 1500,
los bananos fueron llevados al Caribe y se exten-
dieron rapidamente por todo el mundo. Fueron culti-
vados comercialmente y exportados en un progreso
imparable.

Finalmente, el banano gand una atencion significati-
va en el siglo XX, cuando se convirtié en uno de los
frutos mas comercializados (Koeppel 2008). Desde
un punto de vista botanico, los bananos son hierbas
gigantes y no arboles, comunmente de hasta 3 m
de altura, sin tallo. Son hierbas monocotiledéneas
perennes del orden Zingiberales, un grupo herma-
no de las Poales, que también incluye los cereales
y los cuales poseen pseudotallos formados por las
vainas de las hojas que se superponen fuertemente.

Por lo tanto, no tienen lignificacién o el engrosa-
miento secundario como en los tallos, lo cual es
caracteristico de las verdaderas especies de arbo-
les (Tomlinson et al. 1969). Carl Linneo desarrollé
el género taxonémico Musa, que comprende toda
la diversidad del banano. Asignd el nombre bino-
mial latino Musa sapientum a los tipos de bananos
dulces (Ej: Cavendish, Gros Michel) y Musa para-
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2. Introduccion

disiaca (1753) a los platanos (Bananos de cocina)
(Cheesman 1948). Sin que Linneo lo supiera, los
platanos y bananos que habia descrito eran, de he-
cho, hibridos y no dos especies distintas. Sin em-
bargo, los nombres binomiales latinos actualmente
estan estrictamente designados para parientes sil-
vestres, de los cuales mas de 180 han sido clasi-
ficados hasta la fecha (Lescot 2017). Los bananos
(incluyendo platanos) pertenecen a la familia Mu-
saceae, que ademas del género del este asiatico
Musa también incluye el género asiatico y africano
Ensete y el género asiatico genéticamente préximo
Musella (Perrier, 2011).

Linneo no fue el unico que luchd con la clasificacion
del banano. Esta tarea siempre ha sido compleja
y también desafia a los botanicos y mejoradores
contemporaneos. En las ultimas décadas, la clasi-
ficacion del banano ha experimentado una nueva
nomenclatura, teniendo en cuenta los aspectos ge-
néticos y gendmicos del banano. Hoy en dia, el gé-
nero Musa se divide en cuatro (o0 cinco) secciones:
Eumusa y Rhodoclamys con un numero base de 11
cromosomas y Australimusa y Callimusa con tipi-
camente 10 cromosomas. La mayoria de los bana-
nos comestibles esta incluida en la seccion Eumusa
section (Dolezel and Barto$ 2005). El fallecido bo-
tanico finlandés Markku Hakkinen propuso recien-
temente una simplificacion del género Musa sim-
plemente dejando las secciones Callimusa y Musa
(Hakkinen 2013). Los hibridos cultivados también
se clasifican en grupos y subgrupos de acuerdo con
la contribucion del genoma relativo de sus parientes
silvestres ancestrales. Esta clasificacion propuesta
por Simmonds and Shepherd (1955) es actualmen-
te el sistema mas comun para clasificar bananos
comestibles, también permite la clasificacion de
bananos tetraploides, que han sido esencialmente
desarrollados por mejoradores en diferentes partes
del mundo.

2.2. Banano: de plantas silvestres a
cultivares comestibles

Dentro de las musaceas cultivadas, hay cuatro
genomas conocidos representados por las letras A,
B, SyT correspondientes alas especies silvestres de
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la seccion Eumusa (ahora Musa): Musa acuminata,
M. balbisiana, M. schizocarpa y M. australimusa,
respectivamente (D’Hont et al. 2000). Casi todos
los bananos y platanos comestibles pertenecen al
género Musa y son hibridos domesticados por el
hombre, que se originan a partir de cruces naturales
y espontaneos inter e intraespecificos de los dos
ancestros diploides, M. acuminata (genoma-AA)
y M. balbisiana (genoma-BB). El sudeste asiatico
generalmente se considera el principal centro
de origen del banano, particularmente Malasia e
Indonesia.

Sin embargo, el subcontinente de la India y Africa,
especificamente para las bananas de las tierras al-
tas de Africa Oriental (de las siglas en inglés: EAHB
East African Highland Bananas), se han considera-
do como centros secundarios de diversificacion (Pri-
ce 1995, Perrier et al. 2011). El proceso de domes-
ticacion del banano comenzd hace unos 7.000 afios
en el sudeste asiatico (D’Hont et al. 2012). En tér-
minos generales, este proceso ocurrié por multiples
hibridaciones espontaneas entre varias especies y
subespecies. La domesticacion involucro el aborto
espontaneo de semillas y la seleccion de varios di-

ploides y triploides junto con partenocarpia, lo que
permitié la propagacion vegetativa para una mayor
distribucion (D’Hont et al. 2012) (Ver Figura 1).

Recientemente, estudios multidisciplinarios han
revelado nuevas pistas sobre la compleja ruta de
la domesticacion del banano y las configuraciones
geomorfolégicas que dieron como resultado la gama
contemporanea de cultivares (Perrier et al. 2011).
En resumen, la domesticacion proporcioné a la hu-
manidad un conjunto de germoplasma comestible
con combinaciones de genomas AA, BB, AB, AAA,
AAB y ABB, que pertenecen a la familia taxonémica
de las Musaceas y estan disponibles en muchos lu-
gares (Simmonds 1962, D’Hont et al. 2000).

Hoy en dia, cientos de genotipos comestibles se
han identificado con potencial para ser cultivados
en todo el mundo. Ademas, 180 parientes silvestres
y al menos 50 tetraploides han sido desarrollados
via mejoramiento genético y estan disponibles en
colecciones vivas 0 como muestras criopreservadas
en bancos de germoplasma (Lescot 2017) como el
Centro Internacional de Transito de Bioversity In-
ternational en Lovaina, Bélgica. Sin embargo, solo
una fraccion de la diversidad global esta disponible
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Figura 1. Representacion de la evolucion y domesticacion del banano (Adaptado de Bakry and Horry (2014)
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en estos repositorios y, asimismo, solo una fraccion
limitada se consume globalmente segun el gusto y
las preferencias de coccién (por ejemplo, Cavendi-
sh, Gros Michel, Prata, platanos, etc.)

2.3. Cultivo e importancia

Los bananos y platanos representan el cultivo para
alimentacion mas importante después del arroz, el
trigo y el maiz (Bakry et al. 2009, Churchill 2011).
También son una fuente importante de ingresos en
casi 135 paises productores. El banano es un cul-
tivo mundial de fruta, cuya produccion para el afo
2017 se estim6 en 125.3 millones de toneladas,
mientras que la produccion de platanos y otros si-
milares se estimo en 35.2 millones para el mismo
afo (FAOSTAT, 2019). Lo anterior indica que los ba-
nanos y platanos, representan uno de los productos
mas importantes para la seguridad alimentaria y la
generacién de ingresos.

En Europa y Estados Unidos, los platanos se co-
nocen principalmente como fruta o merienda (por
ejemplo, Cavendish cultivados a nivel mundial se
venden en todos los supermercados). Sin embargo,
los bananos y platanos son versatiles y también se
pueden cocinar, asar, freir o incluso emplear como
materia prima para la produccion de bebidas alco-
holicas (Perrier, 2011). Por lo tanto, su produccion
se considera una de las mayores oportunidades
de desarrollo para varias economias basadas en
la agricultura con un valor estimado de US $ 35,2
mil millones en areas tropicales, donde se produce
mas del 80% de fruta para el consumo local (Chur-
chill 2011). En contraste con la extensa diversidad
genética del banano descrita anteriormente, la pro-
duccion mundial se basa en unos pocos clones que
pertenecen esencialmente a tres grupos genéticos
y diferenciados ligeramente entre si, debido a las
variaciones somaclonales (Bakry and Horry 2014).

De hecho, de la gran diversidad, solo unos pocos
triploides (AAA, AAB, ABB) son responsables de
casi el 75% de la produccion mundial de banano,
que corresponden a los cultivares Cavendish (~ 20
cultivares; 46%), platanos (~ 120 cultivares; 15%) y
los EAHB en Africa Oriental (~ 150 cultivares; 39%)
(Lescot 2017). Claramente, el dominio de los culti-
vares Cavendish producidos en monocultivos glo-
bales deja a las plantaciones extremadamente vul-
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nerables a los brotes de enfermedades. Como en
cualquier otro cultivo, la diversidad de organismos
nocivos que evolucionan conjuntamente con los
bananos es enorme. Estos incluyen hongos, virus,
bacterias, nematodos e insectos plaga (Wardlaw
1961, Thurston and Pennycook 1997, Jones 1999,
Ploetz 2005). Actualmente las principales enferme-
dades fungicas del banano son: la Sigatoka amarilla
y negra, distribuidas a nivel mundial y son causadas
por Pseudocercospora musae y P. fijiensis (More-
let, sine die), respectivamente, y el marchitamiento
por Fusarium, también conocido como Enfermedad
de Panama o Mal de Panama, que es causada por
una variedad de especies del género Fusarium spp.
(Maryani et al. 2018) el cual amenaza la produccién
global de banano (Butler 2013).

2.4. Marchitamiento por Fusarium
(Mal de Panama) la pesadilla de la
industria bananera

Al no existir opciones de control, la Enfermedad de
Panama se considera la mas importante en el siste-
ma productivo del banano, con especial atencion en
regiones de Latinoamérica y el Caribe (LAC) (Ploetz
2000, Ploetz et al. 2015). Es extremadamente des-
tructiva y, en el siglo pasado, causo una epidemia
que devastd la industria bananera basada en “Gros
Michel-AAA”. La enfermedad fue reportada inicial-
mente en Australia en alrededor de 1870, pero se
presume se originé en el sudeste asiatico en donde
co-evoluciond con el banano. (Bancroft 1876, Mar-
yani et al. 2018). El mencionado brote de la enfer-
medad de Panama en Gros Michel se asocia a la
raza 1 del patégeno (Stover 1962, Ploetz 2006), que
a la fecha se encuentra distribuido a nivel mundial
destruyendo miles de hectareas de banano en pai-
ses tropicales y subtropicales.

Tal situacion obligo a la industria bananera a des-
plegar cultivares resistentes del subgrupo Cavendi-
sh (AAA), lo que les permitio a los bananeros conti-
nuar plantando en suelos infestados con la raza 1.
Sin embargo, la destructiva raza 4 tropical (R4T),
clasificada recientemente como Fusarium odoratis-
simum (Maryani et al. 2018), surgio en el sudeste
asiatico, amenazando a los bananos Cavendish y
muchas otras variedades locales, en dicho lugar
(Ploetz 1994). Actualmente, esta especie es la prin-
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cipal amenaza para la produccion global de banano,
ya que se ha extendido a otras regiones fuera del
sudeste asiatico, incluso a paises en el medio este,
el subcontinente de la India, Africa en donde es un
alimento de la dieta basica (Ordoénez et al. 2015),
al igual que en Colombia en donde ha sido recien-
temente reportado (Ver Figura 2) y la cual es una
region de primordial importancia para la industria
mundial de exportaciones.

tado una decoloracion marron rojiza de los rizomas
y los vasos vasculares presentes en el pseudota-
llo (Li et al. 2012, Pegg et al. 2019). Externamente,
las plantas exhiben marchitez progresiva con hojas
cloréticas de color amarillo brillante que eventual-
mente colapsan alrededor del pseudotallo junto con
un ocasional agrietamiento del pseudotallo (Ploetz
2006) (Ver Figura 3).

Banana-producing countries \
# Eden Project’s indoor rainforest biome

Distribution of tropical race 4 (TR4)

A Tropical race 4

Map produced by Bioversity International for ProMusa (1040272020

Figura 2. Distribucién de Fusarium Raza 4 Tropical, Actualizado a junio de 2020. (Imagen cortesia: Promusa.com)

Sobre los medios de dispersion, se sabe que el ma-
terial vegetal infectado, el agua contaminada y las
herramientas y/o maquinaria con suelo infestado
son las principales vias para movilizar el patégeno,
particularmente en regiones de grandes monocul-
tivos (Stover 1962, Stover and Ploetz 1990). La in-
feccion de una planta comienza con hifas fungicas
qgue ingresan a las raices de una planta de banano

La posterior colonizacion en plantas susceptibles
eventualmente causa la oclusién de los vasos del
xilema, lo que también se debe a la formacion de
geles y tiloides por parte de la planta para restringir
la expansién del hongo y el colapso celular (Ghag
et al. 2015, Pegg et al. 2019). Esto da como resul-
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Las plantas infectadas a menudo mueren antes de
producir racimos, por lo tanto, la enfermedad reduce
significativamente los rendimientos en los campos
afectados (Stover and Ploetz 1990, Dita et al. 2010).
Adicionalmente, el patégeno produce persistentes
clamidosporas que contaminan los suelos durante
largos periodos de tiempo (Schippers and Van Eck
1981, Buddenhagen 2009). Se ha reportado super-
vivencia incluso en ausencia de banano y especies
de malezas no hospedantes (Hennessy et al. 2005).

Hasta la fecha, no existen cultivares globalmente
aceptados que puedan reemplazar a los clones del
subgrupo Cavendish y las alternativas para el ma-
nejo de la enfermedad son limitadas.



En general, las opciones de control quimico y fisico
no estan disponibles y por lo tanto, los esfuerzos se
han centrado en las estrategias de control cultural y
de excusion y cuarentena (Ploetz 2015).

Adicionalmente, cabe mencionar que esta enferme-
dad no solo amenaza la produccion mundial basa-
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da en Cavendish, sino que también amenaza una
gran variedad de cultivares locales destinados a
los mercados domésticos, reduciendo asi Ia
seguridad alimentaria de

econdémicamente vulnerables (Ploetz et al. 2015,
Zheng et al. 2018, Garcia-Bastidas 2019).

los  productores

T

1) ’..u'“!.';']jli LALiidas

Figura 3. Sintomas externos e internos de la enfermedad de la Marchitez por Fusarium (Mal de Panama) causado por Fusarium
spp. (A) Sintomas externos con un extenso amarillamiento foliar, asi como también el colapso de las hojas alrededor del pseudotallo

.

y agrietamiento del pseudotallo; (B-C) sintomas internos mostrando el enrojecimiento de los haces vasculares en el pseudotalloy el
cormo (Fotos: Garcia-Bastidas)
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3.

Agrondémica y econdémicamente, Fusarium es uno
de los géneros de hongos mas importantes (Ploetz
2005). Recientemente ocup6 el quinto lugar en
un listado de los principales patdgenos de plantas
en funcion de su importancia cientifica/econémi-
ca (Ploetz 2005, Dean et al. 2012). En este taxoén,
Fusarium oxysporum es un complejo de especies,
que incluye tanto especies no patégenas como pa-
tégenos de plantas que causan marchitez vascular,
pudriciones de raices en cientos de plantas hospe-
dantes (Domsch et al. 1980, Gerlach and Nirenberg
1982, Nelson and Toussoun , Meldrum et al. 2012).
Hasta ahora, se han descrito mas de 150 formas
especificas a huésped de F. oxysporum conoci-
das como formae speciales (ff. spp.) (Baayen et al.
2000, Hawksworth 2001) y cada forma specialis (f.
sp.) tiene la capacidad infectar una especie de plan-
ta huésped unica (Kistler 1997, Baayen et al. 2000,
Meldrum et al. 2012).

Inicialmente, se suponia que los miembros de una
forma specialis particular estaban relacionados en-
tre si y habrian surgido de un antepasado comun
(Kistler et al. 2001). Dicha hipétesis fue reconside-
rada con base en los ultimos datos de la secuencia
de ADN que sugieren un origen polifilético del gé-
nero Fusarium (O’Donnell et al. 1998, Ploetz 2005,
Lievens et al. 2009). Esto incluye el previamente
reconocido F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) que
infecta el banano y que comprende una variedad de
genotipos distantes, como son los llamados grupos
de compatibilidad vegetativa (VCG) (Ordonez et al.,
2015).

Sin embargo, recientemente, Maryani et al. (2018)
ha tomado en consideracion esta situacién y ha re-
visado la nomenclatura de todas las especies de
Fusarium que infectan el banano. Llegando a la
conclusion de que la especie asociada al VCG1213
y agente causal de la epidemia actual, pertenece a
una especie distinta. Esta situacion ha llevado a una
nueva clasificacion taxonémica para raza 4 tropical,
asi como también para otras especies asociadas a
lasrazas 1y 2.

Tradicionalmente, los taxdnomos utilizaban bases
morfoldgicas incluyendo la forma de los macroconi-
dios como una base importante para la clasificacion
de las diversas especies vy ff. spp. (Ver Figura 4),
pero esto se hizo cada vez mas dificil porque los
conidios son en su mayoria indistinguibles (Domsch
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El patégeno y el hospedante

et al. 1980, Gerlach and Nirenberg 1982, Nelson y
Toussoun 1983). Aunque nunca se ha observado
que los teleomorfos de Fusarium spp. afecten el ba-
nano, la presencia del loci de tipo de apareamiento
(Mat) sugiere el potencial de reproduccion sexual
(Booth 1971, Koenig et al. 1997). Hasta el momen-
to, se supone que estas especies se reproducen
exclusivamente de manera clonal, aunque la fusion
somatica y la formacion de heterocaridon podrian dar
lugar a la recombinacion parasexual y, por lo tanto,
a la diversificacion (Taylor et al. 1999).

La capacidad de las cepas de Foc previamente re-
conocidas para formar heterocariontes permitio el
fenotipado de los VCG (Puhalla 1985, Correll 1991,

Ploetz y Pegg 2000). En general, las poblaciones
de Foc muestran un gran desequilibrio gamético,
lo cual es indicativo de asociacion no aleatoria de
alelos y, por lo tanto, de ausencia de sexo (Puhalla
1985, Kistler 1997, Koenig et al. 1997). Recientes
estudios genéticos y moleculares revelaron la rela-
cion evolutiva entre diferentes linajes clonales de
Foc, lo que resultd en la identificacion de 24 VCG
(Meldrum et al. 2012), con la mayor diversidad en
Asia. Esto no es sorprendente, ya que este es el
centro de diversidad del banano y, por lo tanto, tam-
bién de las especies de Fusarium spp. asociadas
a las musaceas (Maryani et al. 2018). En cualquier
caso, los aislados de R4T solo estan presentes en
la nueva especie recientemente identificada como
F. odoratissimum 'y estan representados por el Unico
VCG1213/16, mientras que otras razas fisioldgicas
estan presentes en varios otros genotipos que ac-
tualmente se reconocen como nuevas especies de
Fusarium (Brake et al. 1990, Ploetz 1990, Moore et
al. 1993, Bentley et al. 1998, Meldrum et al. 2012).

Desde mediados de la década de 1990, la nomen-
clatura con base en razas se define por la patogeni-
cidad en algunas accesiones de bananos y platanos
y hasta el momento ha dado como resultado la de-
finicion de cuatro razas (Ver Tabla 1) (Stover 1962,
Persley y De Langhe 1987). La raza 1 es patogénica
en el cv. ‘Gros Michel’ (AAA), asi como en el llama-
do banano ‘seda/silk’ (AAB), ‘Pisang awak’ (ABB)
‘Abaca’ (AA), ‘Maquefio’ (AAB) y ‘Pome’ (AAB). L
raza 2 es compatible con los genotipos del grupo
Bluggoe (ABB), algunos genotipos tetraploides y
Ensete (Waite and Stover 1960).

Waite (1963) identificé cepas de Fusarium oxys-
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Fusarium oxysporum f.sp. cubense (B) micro (C) macro conidias, (D) clamidosporas.
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Figura 4. (A) El clasico dibujo de la monografia: “Die Fusarien” de Wollenweber y Reinking (Wollenweber and Reinking, 1935)
que muestra los caracteres morfolégicos de los propagulos del hongo de la enfermedad de Panama conocido hasta ahora como




porum que afectaron a varias especies de Heliconia
spp. en las Américas, lo que sugirid la presencia de
la raza 3. Desafortunadamente, el material original
no se mantiene y, por lo tanto, no se puede veri-
ficar. Debido al hecho de que la raza 3 no afecta
musaceas, ya no se considera parte del esquema
de Fusarium spp. que afecta al banano, pero podria
considerarse como F. oxysporum f. sp. heliconiae
(Moore et al. 2001, Ploetz 2006).

Antes de 1990, los aislamientos clasificados como
raza 4 solo causaban graves pérdidas de rendi-
miento en los genotipos Cavendish en las areas
subtropicales de Australia, las Islas Canarias y Tai-
wan, particularmente durante un estrés abidtico. Sin
embargo, la esperanza de que el hongo no afec-
tara regularmente a los genotipos tipo Cavendish
se hizo afiicos a principios de la década de 1990
(Ploetz 2005), cuando la incidencia y la gravedad
de la enfermedad aumentaron independientemente
del estrés abiotico y dieron como resultado una pér-
dida de rendimiento imprevista en las plantaciones
comerciales de Cavendish en el sur de Asia orien-
tal, particularmente en Taiwan (Ploetz 2000, Ploetz
2005, Ploetz 2006). Finalmente, se identificé como
el agente causal una nueva raza que se llamé raza
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4 tropical (R4T), mientras que la variante mas leve
que causo la enfermedad en los subtropicales des-
pués del estrés abidtico se llamé raza 4 subtropi-
cal (R4ST). R4T es extremadamente virulento en el
germoplasma de banano en ambientes tropicales y
subtropicales, incluidas muchas variedades locales
de banano y platano (Ordéfnez et al. 2015, Maryani
2018, Garcia-Bastidas 2019).

Actualmente, el concepto de raza es discutible y
ambiguo. Sin lugar a dudas, el pequefio conjunto de
germoplasma, asi como las condiciones de campo
variables son, en términos generales, inadecuados
para clasificar y describir con precision la variacién
patogénica y no refleja la variacion genética en
Fusarium spp. afectando Musaceas. Por ejemplo,
Ploetz (2005) menciona aislamientos provenientes
del este de Africa y el sudeste asiatico que afectan
a “Gros Michel” y Bluggoe, pero no clones del sub-
grupo Cavendish. Adicionalmente, los VCGs 0124
y 0121 han sido reportados afectando plantaciones
de Cavendish, lo que sugiere una diversidad pato-
génica mucho mayor (Daniells et al. 2009, Fourie et
al. 2009, Thangavelu and Mustaffa 2010, Fourie et
al. 2011) .

Tabla 1. Respuesta de clones del germoplasma de banano, platano y Heliconia spp. a las razas de
Fusarium oxysporum f.sp. cubense. hasta ahora identificadas. Adaptado de (Orjeda 1998)

Cultivar

Respuesta a Foc

Cultivar/accesion TC'code Raza1 Raza2 Raza3 Razad?
Gros Michel (AAA) ITC1122 S R R S
Bluggoe? (ABB) ITC0643 R S R ND
Cavendish* (AAA) ITC0365 R R R S
Heliconia spp. NA R R S ND

1 International Transit Center, Bioversity International, 2 Raza 4 se subdivide en Raza 4 Tropical (R4T) y
Raza 4 Subtropical. *Bluggoe 'Cachaco’; “Cavendish cv “Williams' or 'Grand Naine', S: Susceptible, R:
Resistente, ND: No definido
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4. Diagnostico Fusarium asociado a la
Raza 4 Tropical VCG 1213-16

Como se menciond con brevedad anteriormente,
varios estudios han mostrado que las razas asocia-
das a las especies responsables de la enfermedad
del Mal de Panama no estan genéticamente rela-
cionadas y que aparentemente no comparten un
ancestro comun (O’Donnell et al. 1998, Fourie et
al. 2009, Fourie et al. 2011, Ordonez et al. 2018).
De hecho, actualmente es aceptado que Foc esta
compuesto de varios linajes independientes con
una estructura clonal (Ordofiez et al., 2015, Maryani
et al.,2018). La diversidad de Fusarium se ha dis-
tribuido en grupos de compatibilidad vegetativa (24
VCGs descritos hasta el momento). Dentro de es-
tos, el VCG 1213/16 agrupa los aislados asociados
a R4T. Actualmente, aislados de esta cepa han sido
descritos en varios paises (Thangavelu and Musta-
ffa 2010, Butler 2013, Garcia-Bastidas et al. 2014,
Ordonez et al. 2015, Chittarath et al. 2017, Hung et
al. 2017, Maymon et al. 2018, Zheng et al. 2018,
Garcia-Bastidas et al. 2019, Ozarslandan and Akgull
2019, Maymon et al. 2020) y de hecho desde la pri-
mera aparicion en Jordania, fuera del area corres-
pondiente al sudeste asiatico en 2013 (Garcia-Bas-
tidas et al., 2014), el nUmero de nuevas incursiones
ha pasado de seis a mas de veinte y actualmente se
ha reportado en todos los continentes (Garcia-Bas-
tidas 2019).

Una de las principales razones de la rapida distri-
bucién del hongo podria obedecer a que el hongo
paso inadvertido, pero también al hecho de que los
sintomas externos no se revelan ya que laraza 1 es
omnipresente, y R4T podria haber saltado en plan-
tas infectadas de la raza 1 y ser indetectable hasta
el momento en que las plantas de Cavendish em-
pezaron a mostrar sintomas. Por este motivo, cual-
quier marchitamiento sospechoso en cultivares del
grupo Cavendish debe ser propia y prioritariamente
atendido. Esto debe ir acompafado por medidas de
contencién y un muestreo adecuado para la rapi-
da identificacién del agente causal evitando asi su
posible diseminacién hacia otras areas. Tradicio-
nalmente el diagndstico de R4T se ha basado en
la observacién de sintomas en el campo (externa e
internamente) en plantas susceptibles actualmente
existen herramientas que contribuyen a esto, segui-
do por un analisis de VCG y el uso de técnicas mole-
culares basadas principalmente en PCR (Reaccion
en cadena de la polimerasa). Sin embargo, estos
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métodos son propensos a falsos positivos o falsos
negativos; y, en el caso de los VCGs, su evaluacion
puede causar retrasos significativos en la entrega
de resultados, cuando el nimero de muestras es
considerable.

4.1. Observacion en campo

Es muy importante que los técnicos y personal a
cargo de las fincas, asi como también los trabaja-
dores cuenten con entrenamiento avanzado en la
identificacion de sintomas en campo para de esta
manera contribuir a la identificacion de posibles ca-
sos sospechosos. Actualmente existen herramien-
tas que facilitan una mayor precisién a la hora de
identificar posibles brotes, como es el caso del uso
del internet para referenciar y comparar sintomas
asi como la rapida comunicaciéon entre diferentes
puntos de la finca, el uso de drones e incluso apli-
caciones basadas en inteligencia artificial (IA) que
contribuyen al monitoreo rapido de posibles proble-
mas asociados a factores bidticos en campo inclu-
yendo problemas asociados al marchitamiento por
Fusarium (Selvaraj et al. 2019). Estas herramientas
son muy utiles para ayudar al personal de la finca a
identificar riesgos potenciales. Sin embargo, si bien
es cierto que el diagndstico empieza en el campo,
es bien sabido que los sintomas asociados al mar-
chitamiento por Fusarium son muy comunes y simi-
lares a los ocasionados por agentes tanto bidticos
y abidticos. Incluso entre cultivares y grupos gene-
ticos (ej: AAA, AAB, ABB) las diferentes razas del
patdégeno causan sintomas similares y una raza 4
tropical podria ser mal interpretado si es observado
en un genotipo distinto a Cavendish. Por tal motivo,
ninguna herramienta visual reemplaza una prueba
basada en ADN. Dichas herramientas nunca deben
ser consideradas como una prueba de diagndstico
final.

4.2. Métodos de prediagndstico

Considerando que la estrategia de exclusion es la
mejor opcion para los paises libres de R4T, y, ante
la falta de medidas efectivas de manejo del patoge-
no, el diagndstico temprano y confiable es crucial.
El diagndstico debe ser adecuado para la evalua-
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cion no solo de tejido vegetal sospechoso sino tam-
bién para la evaluacién de suelo/agua que podrian
contener propagulos del hongo. Es esencial verifi-
car todo tipo de material que pudiese contener sue-
lo especialmente adherido a calzado de visitantes
o incluso contenedores, maquinaria y herramientas.
Durante la ultima década, varios métodos basados
en ADN han sido desarrollados y probados para la
deteccion de especies de Fusarium spp. asociadas
a la enfermedad. La mayoria se han enfocado en la
rapida identificacion de la raza 4, incluyendo VCGs
asociados a la razas tropical y subtropical (Lin et
al., 2009, Dita et al., 2010, Li et al., 2013, Li et al.,
2013b, Lin et al., 2013, Zhang et al., 2013, Peng
et al., 2014, Yang et al., 2015, Lin et al., 2016). De
este grupo, los mas utilizados son los primers co-
nocidos como W2987 F W 2987 R reportados por
Li et al (2013b), los cuales codifican una proteina
hipotética que permite la discriminacién de algunos
genotipos asociados a Foc. Asi mismo, han sido los
primers reportados por Dita et al (2010) conocidos
como Foc R4T F y R4T R, que tienen como blanco
la region IGS (del inglés: Intergenic Spacer (IGS)
and Internal Transcribed Spacer (ITS) of ribosomal
operon).

Aguayo et al. (2017) reportaron el desarrollo de una
prueba en PCR en tiempo real para detectar los
VCGs 01213/16 y 0121, basada en un gen puta-
tivo de virulencia descrito previamente por (Lin et
al. 2013). La prueba fue optimizada para detectar el
hongo en material vegetal evaluando parametros de
reproducibilidad y especificidad lo cual la hace una

prueba util para la identificaciéon rapida del hongo.

Las metodologias mencionadas anteriormente han
sido incluidas como parte inicial de un prediagnosti-
co en plantas presintomaticas y sintomaticas y han
sido consideradas como parte del diagnostico en un
gran numero de reportes y articulos cientificos, in-
cluyendo las mas recientes incursiones de la Raza
4 Tropical (Chittarath et al., 2018, Garcia-bastidas
etal., 2014, Hung et al., 2018, Ordofiez et al., 2016,
Zheng et al., 2018). Sin embargo, el buen uso de
estas metodologias depende de la habilidad y pre-
cision de los individuos que realizan el diagndstico,
que es fundamental para prevenir falsos positivos o
lo que es peor, falsos negativos.

Adicionalmente, un kit comercial desarrollado por
Clear Detections, Netherlands, ha sido desarrolla-
do a partir de los primers reportados por Dita et al.,
(2010), destacandose que los fabricantes reporta-
ron una modificacion para brindar una mayor espe-
cificidad de los primers.

Recientemente, Carvalhais et al (2019) presentaron
ensayos de diagndstico basados en PCR conven-
cional, apuntados hacia blancos presentes en los
genes SIX (del inglés: Secreted in Xilem). De acuer-
do con los autores, los primers presentados en este
trabajo amplifican regiones especificas en los ge-
nes SIX6 en especies de Fusarium spp. asociados
araza 1, SIX1 en R4AT y SIX8 en raza 4 subtropical,
SIX9/10 para el VCG 0121, y SIX13 para el VCG
0122. Este diagndstico propone el uso de la técnica

Table 1

Primer sequences designed in this study based on SZY gene sequences generated in Czislowski et al (2017)

Race vee Targeted Primer
jam

SIX gene

Sequence Primer
E=3)

Product  Anneal. Restriction Restriction
annealing
position (®p) (§o}

within gene site

length  temperature digestion enzyme

recognition

All Foc Al S92 SIXO_Foc_F
SIX9_Foc R
RI - 0123,01210,01217, 01218, 0124, 01245, 012422, 0125, 0128, 01220 SIeb SIX6b_210_F
SIX6b_210 R
SIXla_266_F
SIX12 266 2 R

STX8b_206_F

TR4 01213/16 SIXla

STR4. 0120, 0120/15, 0129, 01211, 01215 0126% SIS

ATCGCTGAAGCCCAGAACAA 4665201305 260 ) No NA

TTCTGTCCGTCGATCGTTCC
ACGCTICCCAATACCGTCTGT  181-201371-390 210 55 No Na
AAGTTGGTGAGTATCAATGC
GTGACCAGAACTTGCCCACA 442461680707 266 55 HpyAV, 124bp/142bp  CCTICM)g
CTTTGATAAGCACCATCAA

GCCTGCATAACAGGTGCCGGT  267-287448472 206 62 No NA

SIX$b_206 R
SIX102_309_F

SIX10a_309_R. to be used as duplex in combination with SIX9_Foc
SIX13¢_343_F
SIX13¢_343 R

TICCTCACCTCACCCGGCAGGATTC

Rre* 0121 SIXI0a CCACTGGCACCAAAGACTIG  62-81351-370 308 58 No NA

CGATGCGGAGTACTGGTTGA
R 0122 SI¥I3e CAGCCTCCTAGCGTCGAAAA 01-110414433 343 57

EagllQbp24lbp  CGGCCG

CCGTGATGGGGTACGTIGTA

Nucleobases i the primer sequences represented in bold correspond to polymorphic sites in the target gene homolog. ‘N/A"stands for not applicable.

idered race 1 based
cente et al, 2014).

“The race of VCG 0126 is arguable as isolates are phenotypically and genetically similar to race 4 (e.g, ability to synthesize odorous aldehydes onmedia) (Moore et al,_199.; Dale et al, 2017). However, there is limited evidence to suggest that VCG 0126 is capable of infecting Cavendiish and is therefore
onits host rang:

“The classification of VCGs 0121 and 0122 as tropical o subtropical race 4 is arguadle. Tsolates of these VCGs are not as aggressive as those of CG 01213/16 on Cavendish banana, which suggests that predisposing conditions mey need to be in piace for symptoms to be expressed. We thus opted for classifying these CGs as R4,
abstain from giving a further sub-class ification and point out here that this is a matter of debate which needs further clarification.

Figura 5. Secuencia de los primers propuestos por Carvahais et al (2019)
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1c Loop B

Fic

F3 i:
AATAGTAAAG ATGCTGAACT T!!:AGAGAAA GGATAAGGGA TGTAATGTTG AATCCTCTCC TAGGCTTTTG GTAAAGGAAT ACGTCTTCAT ACTAGAAAGT TCTTCCT
TTATCATTTC TACGACTTGA AGATCTCTTT CCTATTCCCT ACATTACAAC TTAGGAGAGG ATCCGAAAAC CATTTCCTTA TGCAGAQGTA TGATCTTTCA AGAAGGA

Loop F Fic'

CCCATTGCTC AATTTCCTTG TGTTTCGTCT TCTTCTTCGC CGTACCTCAT CAAACAAGGA GAATGAACTC TACTATCGTG AATCCTGGCT CGACCTCTCA CAAGAGT
GGGTAACGAG TTAAAGGAAC ACAAAGCAGA AGAAGAAGCG GCATGGAGTA GTTTGTTCCT CTTACTTGAG ATGATAGCAC TTAGGACCGQ GCTGGAGAGT GTTCTCA

B2 B3

Figure2.UniqueTR4sequence(SegA)showingthelocationofdeveloped LAMPTR4 primers:F3,
B3,FIP(F1c-F2),BIP(B1c-B2),LoopFandB.Thearrowsindicatethe5’to3’directionofextension.

Figura 6. Secuencia unica (SegA) indicando la localizacion de los primers desarrollados. Las flechas indican
la direccion de extensién 5" - 3.

con primers individuales o incluso en multiplex. Sin
embargo, en el caso de SIX7y SIX3, procesos de
restricciéon enzimaticos son requeridos (Ver seccion
de protocolos), (Ver Figura 5).

4.3. LAMP: amplificacion isotérmica
mediada por bucle

Orddriez et al. (2019) exploraron la tecnologia
DArTseq (del inglés: Diversity Arrays Techonology
Sequencing) para identificar marcadores Unicos
presentes en aislados del genotipo R4T. DArtSeq
es una tecnologia de genotipado aplicada para rea-
lizar analisis de diversidad (Alves et al 2014 Cruz et
al 2013). La tecnologia incorpora secuenciacion de
alto rendimiento y se basa en polimorfismos para
detectar cientos de /ocis gendmicos que resultan en
cientos de marcadores y SNPs (polimorfismo de un
solo nucleétido). Para el desarrollo de estos primers
se secuenciaron 27 genotipos los cuales compren-
den los 24 VCGs previamente reportados y tres ais-
lados de R4T. Las secuencias se utilizaron para di-
senar primers tipo LAMP (del inglés: Loop-Mediated
Isothermal Amplification), que ha sido definida como
una técnica robusta y efectiva disponible para uso
directo en campo.

La técnica LAMP utiliza de cuatro a seis primers que
reconocen entre seis y ocho regiones blanco, lo cual
proporciona mayor especificidad comparado con

otras técnicas (Notomi et al. 2015) (Ver Figura 6,
ver detalles en la seccién de protocolos). En adi-
cion, estos primers fueron disefiados en una regién
diferente a la IGS reportada por Dita et al., (2010) y
por (Li et al. 2013), siendo una prueba independien-
te adicional y/o complementaria a las pruebas de
PCR para prediagnéstico mas utilizadas.

La validacién de esta técnica consistio en la evalua-
cion satisfactoria de 22 aislados asociados a Raza
4 Tropical y 45 controles adicionales incluyendo
aislados fungicos y bacteriales. Los primers fueron
evaluados igualmente en plantas infectadas, tanto
en campo como en condiciones de invernadero. La
tecnologia LAMP pareceria ser una técnica efectiva
y robusta disponible para uso directo en campo.

Si bien todas estas técnicas son una gran herra-
mienta, no son infalibles (Magdama et al. 2019) y
estan sujetas a mejoramientos a partir de nuevas
tecnologias y del mayor conocimiento de la diver-
sidad del hongo, por lo tanto deben ser considera-
das unicamente para la fase de prediagndstico y en
caso de un resultado positivo, una confirmacion de
prioridad maxima debe ser acompanada de un pro-
ceso de diagnéstico completo, que incluye tres eta-
pas: i) prediagndstico molecular, ii) analisis de VCG
0 secuenciacion completa de genoma (No fragmen-
tos de amplificacion) vy, iii) pruebas de patogenici-
dad (pasos explicados en detalle en la seccion de
protocolos).
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5.1. Protocolo para tomar muestras
de tejido vegetal y suelo en
campo

5.1.1 Procedimiento para muestreo en
platas sintomaticas y/o asintomaticas

Estandarizado por F.A. Garcia-Bastidas, G. Naka-
sato, P. Roberty G.H.J. Kema (2014)

El proceso de diagndstico inicia con la inspeccién de
sintomas externos de la planta y con la coleccion de
la muestra en campo. Un resultado de diagnostico
adecuado dependera en gran medida de los proce-
sos de seleccion del tejido, embalaje y transporte de
la muestra al laboratorio. Asi mismo, los protocolos
empleados para la toma de muestras incidiran di-
rectamente sobre los riesgos de propagacion de los
patégenos asociados a las mismas, es por esto que
para el caso de enfermedades cuarentenarias y de
facil dispersion, como es el caso de RA4T, el perso-
nal encargado de realizar esta labor debera contar
con el conocimiento y con los elementos necesarios
para realizar adecuadamente el proceso de mues-
treo, aplicando los criterios técnicos y las medidas
de bioseguridad pertinentes, que deben ser estable-
cidas por la Organizacion Nacional de Proteccion
Fitosanitaria (ONPF) correspondiente de acuerdo al
estatus fitosanitario de cada pais. A continuacion,
se describen las recomendaciones generales para
realizar una toma adecuada de muestras.

Nota: el acceso para toma de muestras en areas
de produccién con plantas bajo sospecha de R4T
debera seguir las recomendaciones establecidas
por la ONPF de cada pais. Los responsables debe-
ran proveer calzado, indumentaria adecuada y en lo
posible suministrar material nuevo para realizar el
proceso de recoleccion.

Materiales:

» Botas y vestimenta adecuada para las personas
que llevaran a cabo el muestreo.

*  Cuchillo

*  Guantes

» Desinfectantes (Amonio cuarentenario-Hipoclo-
rito de sodio)

* Tijeras

* Bolsas o sobres de papel/tubos de plastico o

Guia andina para el diagnéstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

5. Protocolos

cristal

* Marcadores

* Rotuladores

+ Cinta adhesiva (50mm)

» Camara fotografica

* Bisturi

» Caja de poliestireno o similar para trasportar
muestras (en lo posible con gel refrigerante)

» Libreta de campo

Procedimiento:

Las muestras colectadas corresponderan a seg-
mentos de pseudotallo. Idealmente se sugiere obte-
ner muestras de donde se observen las hebras del
tejido vascular con signos de la enfermedad (Ver Fi-
gura 7). Adicionalmente muestras de rizoma (Cor-
mo) pueden ser colectadas de ser posible.

1. Identifique la planta que sera sujeto de analisis
y haga un registro fotografico.

2. Siguiendo las recomendaciones de acceso ha-
cia areas sospechosas o infectadas proceda
hacia la planta a través de la entrada uUnica. Se-
leccione el area de corte en el pseudotallo, este
debe estar a una altura de entre 50 a 60 cm a
partir de la base del mismo.

3. Haciendo uso de guantes y con un cuchillo des-
infectado, proceda a realizar una incision en for-
ma de cuadrado de aproximadamente 5 x 8 cm.
Haga un corte profundo con el fin de alcanzar
varias de las capas internas.

4. Tome la segunda o tercera capa e identifique
areas que presenten coloracion rojiza.

5. La muestra debe ser cortada en piezas peque-
fas y secadas en papel toalla o filtro inmediata-
mente. Nota: alternativamente puede conservar
las muestras en la dimension 5 x 8 cm.

6. Envuelva la muestra en toallas de papel absor-
bente y luego consérvelas en bolsas de papel
(sobres de papel o tubos de vidrio o plastico, o
en una caja de poliestireno. Nota: evite utilizar
bolsas de plastico si las muestras no van a ser
analizadas en un lapso de 2 a 3 dias después
del muestreo.

7. Codifique la muestra. Tome todos los datos co-
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rrespondientes asociados al muestreo incluyen-
do:

a. Numero de muestra, fecha y persona a car-
go.

b. Nombre de la variedad, incluyendo nombres
locales y composicidon genética, por ejemplo:
Banano Cavendish cv Williams —AAA.

c. Estado de la planta (Sintomatica-asintomati-
ca).

d. Coordenadas geogréaficas.

e. Datos generales y que puedan representar
informacion valiosa para estudios de epide-
miologia posteriores al muestreo, por ejem-
plo: si la planta esta situada cerca de canales
de desague, cerca de vias transitadas, nu-
mero de plantas infectadas, si la planta esta
siendo afectada por otros problemas fitosani-
tarios, etc.

f. Edad de la plantacion o fecha de instalacion
del campo.

8. Una vez tomada la muestra, procure cubrir la
herida utilizando las capas de pseudotallo no
muestreadas y proteja la herida con cinta adhe-
siva.

9. No olvide desinfectar herramientas y calzado
antes de visitar la siguiente planta.

10. Descartar los guantes usados. Usar nuevos si
va a muestrear mas de una planta dentro del
mismo campo.

5.1.2 Procedimientos para muestreo de
suelo

Materiales:

» Botas y vestimenta adecuada para las personas
que llevaran a cabo el muestreo

» Pala o palin

* Bolsas de papel o cubetas plasticas de capaci-
dad para 1k

» Sobres o bolsas de papel 200g

* Tubos de 50 ml

Procedimiento:

Una vez tomada la muestra de tejido vegetal de la
planta seleccionada proceder al muestreo de suelo.
Tres distancias a 1, 3 y 5 metros seran destinadas
a la evaluacion a partir de areas en donde se en-
cuentren las plantas sospechosas (Ver Figura 8 y
9). En el caso de no encontrar plantas con sintomas

Figura 7. Procedimiento para el muestreo de tejido vegetal de plantas sintomaticas afectadas por Fusarium spp. en areas libre de
R4T A. Seleccion de la planta objeto de estudio y registro fotografico, B - D. Corte del fragmento a evaluar, E. Seleccion de hebras
de tejido vascular presentando descoloramiento rojizo tipico de la enfermedad, F. Preparacion de la muestra para analisis, G.
Cierre de la zona de muestreo en el pseudotallo (Fotos ICA, Colombia)
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evidentes de marchitamiento por Fusarium spp. se
tomaran plantas al azar.

Para cada distancia cuatro muestras independien-
tes y equidistantes seran tomadas. Las muestras
corresponden a muestras colectadas con una pala
desinfectada a una profundidad de aproximada-
mente 30 cm. Las cuatro muestras deberan ser
mezcladas en una bolsa o contenedor. Una muestra
representativa de aproximadamente 100 g se trans-
fiere a una bolsa de papel previamente rotulada y

Guia andina para el diagndstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

asociada a la muestra vegetal. El suelo se puede
distribuir en cantidades de 20 gr en tubos de 50 ml
y se pueden conservar a temperatura ambiente o a
4 -7°C hasta el momento del analisis o envio hacia
laboratorios oficiales.

Las muestras tanto de suelo como de tejido vegetal
deberan ser enviadas lo antes posible a un labo-
ratorio con las capacidades basicas para prediag-
nostico/diagndstico. De existir una primera confir-
macion positiva las muestras deberan ser enviadas

Seleccion sitio de muestreo

Esquema de muestreo

Repeticiones por muestra aislamiento

Figura 8. Representacion esquematica del procedimiento de muestreo de suelo.

Figura 9. Figura 9. Procedimiento para el muestreo de tejido de suelo A. Seleccion de la planta del area en donde se procedera

a tomar muestras de suelo y registro fotografico, B. Delimitacion del area. C - D. Ahoyado de las diferentes zonas, E - F. Toma de

las muestras y mezcla, G. Toma muestra representativa. H. Cierre de la zona de muestreo y desinfeccion de material . Envio de
muestras (Fotos ICA-Colombia)




a un segundo laboratorio independiente. En el caso
de muestras de tejido vegetal, estas deberan ser
enviadas a un laboratorio en un pais en donde el
patégeno no sea cuarentenario.

5.2. Manejo de muestras en el
Laboratorio y prediagnéstico

Estandarizado por FA. Garcia-Bastidas y G.H.J.
Kema (2014)

Una vez colectadas las muestras, es muy importan-
te que puedan ser analizadas tan pronto como sea
posible. Se debera tomar la precaucion de NO lavar
las muestras en lugares donde los procesos de de-
gradacion se aceleran en el tejido extraido.

Durante el proceso de recoleccion y analisis se
debe evitar el lavado de los tejidos, maxime si exis-
te riesgo de que estos remanentes liquidos puedan
llegar a fuentes o cuerpos de agua, que se consti-
tuyen como una de las principales vias de efluentes
generados sean liberados sin un tratamiento previo
ya que esto ocasionaria la dispersion del patégeno.

Materiales:

« Papel filtro
*  Pinzas

e Bisturi

* Hipoclorito al 1 -3%

*  Crondémetro

* Platos de Petri o recipientes pequefos de no
mas de 50 ml

» Platos de Petri con PDA'" y antibiéticos o medio
Komada 2

* Tubos de 2 ml o viales debidamente rotulados

Nota: todos los materiales deben estar debidamen-
te esterilizados.

1. Potato Dextrose Agar .

2. Medio selectivo Komada (1L): D-galactose 10.0 g, L-Asparagina 2.0
g, KH2PO4 1.0 g, KCI 0.5 g, MgS0O4+7H20 0.5 g

FeNa EDTA 10.0 mg, Agar 20.0 g, Distilled H20 900 mL. Autoclave.
Ajuste el pH a 3.8. cuando el medio tenga una temperatura de aproxi-
madamente 500C adicione 100 mL de la siguiente mezcla: Streptomy-

cin sulfate 0.3 g, Oxgall 0.5 g, Na2B407. 0.5 g, PCNB (75% PH) 0.9 g
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5.2.1 Aislamiento del hongo a partir
de tejido vegetal

1. Disponga tres sets de platos Petri (o recipien-
tes) por muestra. Multiples muestras pueden ser
evaluadas simultaneamente si se toman las me-
didas adecuadas para prevenir contaminacion
(Ver Figura 10)

a. Plato 1. Esterilizacidon del material (contiene
hipoclorito 1.- 3%)

b. Plato 2. Lavado (contiene agua estéril)

c. Plato 3. Papel filtro rotulado estéril

Figura 10. Disposicion del area de trabajo para aislamiento del
hongo a partir de tejido vegetal y preparacion de muestras para
prediagnéstico en planta.

2. Haga cortes pequenos del material vegetal in-
cluyendo hebras de los haces vasculares con
posible presencia del hongo. Los fragmentos
deben ser de no mas de 3 x 5 mm.

3. Seleccione un numero de aproximadamente 20
fragmentos al azar y depositelos en el plato 1
durante aprox. 1 minuto.

4. A continuacion, transfiera los fragmentos hacia
el plato 2. Esperar un minuto adicional y pasar
al plato 3. Las muestras pueden permanecer en
el papel filtro por varios minutos hasta que estan
totalmente secos.

5. Continle con la siguiente muestra y repita des-
de el paso 1. No olvide esterilizar la superficie
del bisturi y las pinzas cada vez que procese
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test molecular en planta. Para esto, deposite las
muestras en el microtubo (continuar con el pro-
tocolo de extraccion de ADN pag. 33).

9. Los platos de Petri con PDA deberan ser incuba-
dos por un lapso de 3 a 5 dias a 25-27 °C

10. Una vez se observen crecimientos de micelio
existen dos posibilidades:
a. Extraccion de ADN directo o
b. Re siembra del hongo en nuevos platos con
PDA

11. En el caso de obtener colonias limpias proceder
con el protocolo de extraccion de ADN Pag. 33

12. Si se opta por la resiembra del hongo el procedi-
miento es el siguiente:

a. Seleccionar colonias que fenotipicamente
se asemejen a Fusarium spp. Hacer marcas vi-
sibles en el plato Petri y codificar colonias indi-
viduales

b. Transferir piezas de micelio a nuevos platos
con PDA'y repetir paso 8 (Figura 12).

Figura 11. Arriba plato contiene hongo fenotipicamente similar

a Fusarium spp. obtenido a partir de plantas sintomaticas, aba-

jo, muestra proveniente de una planta sana, notar que no existe
ningun crecimiento de hongo o de otro microorganismo.

una muestra diferente. Utilice platos y materia-
les nuevos o estériles en cada oportunidad.

6. Descarte los liquidos en un recipiente Unico y
los platos usados, coléquelos en bolsas auto-
clavables para posteriormente ser esterilizados.
Los desechos del laboratorio deben ser correc-
tamente gestionados para evitar que se convier-
tan en una eventual fuente de indculo. En parti-
cular, los liquidos NO deben ser descartados en
canerias.

7. Una vez las muestras estén totalmente secas
proceda a disponer multiples piezas de tejido
vegetal en platos de Petri con PDA o Medio Ko-
mada si es posible. Por lo menos 5. Cada plato
representa una repeticion. (Ver Figura 11)

Figura 12. Plato Petri mostrando crecimiento micelial de hongo

) ) transferido de un plato con multiples muestras.
8. Reserve la mitad de las muestras para el primer
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5.3. Protocolo para el aislamiento
de Fusarium spp. de muestras
de suelo

Estandarizado por F.A. Garcia-Bastidas (2019)

Nota: este protocolo es apropiado para cualquier
tipo de muestra de suelo, incluyendo suelo prove-
niente de vehiculos, contenedores, calzado, etc.

1. Una vez que las muestras han sido secadas en
condiciones asépticas, deposite 10 a 20 gr de
suelo en tubos de 50 ml.

2. Adicione agua estéril® y agite por un minuto,
deje reposar por 5 a 10 minutos (Ver Figura 13)

3. Hacer diluciones 10X es altamente recomenda-

do.

4. Tome 1 ml de la dilucién y esparzalo directa-

mente en el medio seleccionado PDA o Medio
selectivo Komada®*. En muestras de suelo fun-
ciona PDA con antibiéticos, pero se recomienda
el uso del medio Komada para mejores resulta-
dos

5. Incubar los platos a una temperatura de entre

25 a 27°C en condiciones de oscuridad .

6. Después de 24 - 48 horas replicar las colonias

que se asemejen al fenotipo® de Fusarium spp.
(Ver Figura 14).

(I

TETTTTY

e e

Figura 13. Manejo de las muestras de suelo en el laboratorio y dilucién de la muestra.

3. Opcionalmente, la dilucion de la muestra de suelo se puede realizar
en 50 ml de pirofosfato de sodio al 0.1% (Sigma, USA) y agitar. Las
diluciones se hacen a continuacion, en % solucion Ringers (Honeywell
Fluka, Germany) y finalmente se esparce sobre medio Komada o PDA
con antibioticos.

4. Medio selectivo Komada (1L): D-galactose 10.0 g, L-Asparagina 2.0
g, KH2P0O4 1.0 g, KCI 0.5 g, MgS04+7H20 0.5 g
FeNa EDTA 10.0 mg, Agar 20.0 g, Distilled H20 900 mL. Autoclave.
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Ajuste el pH a 3.8. cuando el medio tenga una temperatura de aproxi-
madamente 50°C adicione 100 ml de la siguiente mezcla: Streptomycin
sulfate 0.3 g, Oxgall 0.5 g, Na2B40O7. 0.5 g, PCNB (75% PH) 0.9 g

5. Se recomienda revisar el documento: “Phylogeny and genetic diver-
sity of the banana Fusarium wilt pathogen Fusarium oxysporum f. sp.
cubense in the Indonesian centre of origin de Maryani et al., 2018”.
Para reconocer fenotipos asociados a la enfermedad causada por este
patégeno.
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Figura 14. Manejo de las muestras de suelo en el laboratorio y dilucion de la muestra.

7. Continuar con protocolo de extraccion de ADN.

5.4. Protocolo de extraccion de ADN

En caso de no disponer de kits comerciales para
extracciéon de acidos nucleicos (ADN), tales como
DNAsy de Qiagen, Wizard® Magnetic DNA Purifica-
tion System for Food de Promega, Clear Detections
entre otros, que han sido evaluados y validados sa-
tisfactoriamente tanto para tejido vegetal como para
material fungico, se describen a continuacion dos
protocolos estandarizados con reactivos de facil ad-
quisicion.

5.4.1 Extraccion de ADN de Musaceas y
Fusarium spp.

Estandarizado por F.A. Garcia-Bastidas 2013 -
Adaptado de Bernatzky y Tanksley, 1990)

Materiales:

* Mortero y pistilo, nitrégeno liquido (equipo de
liofilizado, perlas de circonio)

* Tubos para microcentrifuga

* Bafo Maria o plancha de calentamiento

» Pipetas y puntas de 1000, 200 y 10 pl

* Racks

* Marcadores

*  Guantes
* Toallas

Material vegetal o micelio/esporas:

1. Introduzca por lo menos 100 mg de material en
un tubo de 2 ml debidamente rotulado.

2. Aplicar nitrégeno liquido dentro del tubo y ma-
cerar con ayuda de un pistilo (mortero, liofiliza-
cion o cualquier otro procedimiento de lisis son
aceptados).

3. Inmediatamente adicione en 320 pl del Buffer
De Extraccion Sorbitol®+ 100 ul de buffer Sar-
cosine’ + 320ul de buffer de Lisis nuclear

6. 350 mM de Sorbitol (63,77g/1L); 100 mM de Trizma base (12,10
g/1L); 5 mM de EDTA (1,86 g/1L); 0,2% de M-mercaptoetanol (2
mL/1L). Prepare 1 L en ddH20 y ajuste a pH 8,2. No requiere auto-
clave. Conserve a temperatura ambiente y pre-enfrie a 40C antes de
usar.

7. N-Lauroyl Sarcosine al 5%.

8. 55 mM de CTAB (20 g/1L), 200 mM de Trizma base (24,22 g/1L),
50 mM de EDTA (18,61 g/1L), 2 M de NaCl (116,88 g/1L). Prepare
1L con ddH20 y ajuste a pH 7.5. No requiere autoclave. Conserve a

temperatura ambiente.
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10.

11.

12.

CTABS? agitar durante unos minutos y realizar un
spin en la centrifuga, con el fin de concentrar
todo el contenido en el fondo.

Precaliente el bafio Maria a una temperatura de
65°C y sumerja los tubos en flotadores durante
una hora (30 minutos minimo) con agitacién por
inversion cada 15 minutos. (procure vigilar que
los tubos no se abran), terminado este procedi-
miento dejar enfriar antes de continuar.

En la camara de extraccion de gases agregue
Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) en pro-
porcion 1:1 al homogenizado, aproximadamente
620ul (a partir de este momento es muy impor-
tante que el tubo esté debidamente marcado,
los reactivos utilizados de ahora en adelante
pueden borrar la marcacion facilmente).

Centrifugue durante 10 a 15 minutos a ~13000
rpm.

Tomar la fase acuosa (620 ul aprox.), trasladarla
a un nuevo tubo de 1.5 mL y realizar de nuevo
el lavado con 1 volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico. Agitar por inversion.

Centrifugar a la maxima velocidad por 20 minu-
tos. Tomar la fase acuosa y transferirla a un tubo
nuevo.

Adicionar 1 volumen de isopropanol en rela-
cion 1:1 y 50ul de acetato de potasio 5M, pH
5.5 (opcional). Mezclar una vez suavemente
por inversion.

Incubar de 5-30 minutos a -20°C a -30 °C. Si se
observan hebras de ADN cienco minutos seran
suficiente (No exceder limite de tiempo para evi-
tar degradaciéon de ADN).

Mezclar por inversion y centrifugar a maxima ve-
locidad por 15 minutos.

Descartar el isopropanol. A continuacién, reali-
zar un lavado con etanol absoluto y un lavado
con etanol al 70% con 500 ul. Centrifugar a la
maxima velocidad por 6-10 minutos entre cada
lavado, desprendiendo el pellet del tubo antes
de centrifugar.
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13.

14.

15.

16.

Dejar secar el pellet toda la noche o el tiempo
necesario para evaporar los residuos de etanol.
Alternativamente, el uso del SpeedVac es reco-
mendado.

Resuspender el ADN en 100-200 pl de agua
tipo PCR estéril o Buffer TE® .de acuerdo con el
tamano del pellet (a mayor tamafio mayor can-
tidad de agua) y 2-3 pl de RNasa (4 mg/ml). In-
cubar por 30 minutos a 37°C +/- 0.5 °C.

Almacenar el ADN extraido en congelador de
-20°C a -30 °C.

Para garantizar la calidad del ADN obtenido se
debe cuantificar con el método disponible en
cada uno de los laboratorios. Alternativamente
se puede chequear la integridad del ADN en un
gel de agarosa al 0.8% 55 V constantes durante
90-120 minutos.

5.4.2. Extraccion de ADN a partir de
micelio Protocolo adaptado de (Bruns
and Gardes 1993)

(Tiempo estimado: 1 hora)

1.

Pasados 3-4 dias raspar el micelio y depositarlo
en tubos de 2 ml con 2 perlas de acero inoxida-
ble o circonio.

Llevar los tubos destapados a una incubadora a
30°C durante minimo 24 h. También es posible
llevarlos a una termocupla con silica gel, conec-
tada a una bomba de vacio, durante 12 h.

Pasado el tiempo, sumergir los tubos tapados
en nitrogeno liquido.

Pulverizar el micelio en un homogenizador o
amalgamador (para el caso del homogenizador
se recomienda a 1400 rpm/3 min).

Adicionar al micelio pulverizado 700 uL de bu-
ffer de lisis y darle vortex para resuspender el
polvo micelial.

9. 10 mM de Trizma base (0,1211 g/100 mL); 1 mM de EDTA (0,0372
g/100 mL); pH 8,0. Autoclave y conserve a temperatura ambiente.



6. En la cabina de extraccion de gases adicionar
700 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25: 24: 1), agitar por inversion por 3-4 veces (en
su defecto usar cloroformo).

7. Centrifugar por 10 min a 13.000 rpm.

8. En la cabina de extraccion transferir la fase su-
perior o sobrenadante (~350 pL) a un nuevo
tubo de 2 mL (tratar de remover el mismo volu-
men para todas las muestras).

9. Precipitar el ADN con 350 uL (es decir un vo-
lumen igual) de isopropanol almacenado bajo
refrigeracion a - 20°C. Invertir varias veces los
tubos (en la mayoria de los tubos puede ser vi-
sible el pellet).

10. Centrifugar a 13.000 rpm por 1-2 min.

Guia andina para el diagndstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

11. Descartar el sobrenadante y cuidadosamente
lavar el pellet con 300 pL etanol al 70%.

12. Centrifugar por 2-3 min a 13.000 rpm.

13. Cuidadosamente descartar el sobrenadante con
ayuda de una micropipeta (no extraer el pellet).

14. Evaporar los remanentes de etanol a temperatu-
ra ambiente o SpeedVac.

15. Resuspender el pellet en 50 pL de agua grado
biologia molecular o TE pH 8.

16. Almacenar a -20°C.

17. Cuantificar y verificar integridad en gel de aga-
rosa.

5.5. Prediagnéstico en ADN
proveniente de material vegetal

Una vez verificado y cuantificado el ADN provenien-
te de tejido vegetal, se realiza la PCR correspon-
diente de acuerdo con las necesidades y preferen-
cias del laboratorio. En general concentraciones de
por lo menos 20 -30 ng de ADN gendmico seran
requeridas.

De acuerdo a las facilidades y preferencias del labo-
ratorio a continuacion se recomiendan y se explican
en detalle protocolos para el prediagnostico de R4T
de acuerdo a primers que han sido utilizados por
varios investigadores en los reportes iniciales de la
enfermedad en varios paises .

5.5.1 Prediagnéstico molecular con primers FocR4T (Dita et at.,2010%)

Region blanco  Fusarium spp.

Fragmento

Secuencias (5" -3 )

esperado

5'- CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG-3'

Inter-genic
Fusarium
Spacer (IGS)
oxysporum f.sp.
and Internal

cubense
Transcribed
Raza 4 Tropical

Spacer (ITS) of )
(Fusarium
ribosomal
odoratissimum)
operon

5-GCCAGGACTGCCTCGTGA - 3

463pb

*Verificar el uso de la version corregida (Ver enlace)



https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/07060661.2013.828321

Parametros de PCR para un volumen final de Perfil térmico de amplificacion

25ul
95°C por 5 min
ADN Molde 2 uL (30 ng) 30 ciclos de amplificacion
primer FocR4T-F 1.0 uL (10 pM)
- e 95°C por 1min.
primer FocR4T-R 1.0 yL (10 pM) . 60°C por 1min.
Buffer Taq 1.0 L (10 pM) * 72°C por 3 min.
dNTPs 0.5 uL (4 uM) Final 72°C por 10 min.
Tag DNA Pol 0.25 L
Los productos de PCR se analizan en un gel de
Water 17.75 WL agarosa 1 a 1.5% con 1x buffer TBE.

Primers control para ADN de planta:

Fragmento

Region Blanco Nombre Secuencias

esperado

BanActin2-F 5'-ACAGTGTCTGGATTGGAGGC-3'
Actine 217 pb.

BanActin2-R 5'-GCACTTCATGTGGACAATCG-3'

Las condiciones de PCR son las mismas y la PCR se puede hacer en duplex o por separado.

ADN Material Vegetal ADN micelio

R4T R4T R4T R1 R4TR4T R1 R4T R1 R4T

RAT =—p-

BanActin2==p-

Figura 15. Izquierda: tipo de muestras de material vegetal que pueden ser evaluadas, centro: trozo de pseudotallo mostrando se-

fal positiva a R4T, derecha: gel de agarosa mostrando un resultado en multiplex amplificacion del segmento asociado a R4T (463

pb) ausencia de banda en Raza 1 (R1). Adicionalmente se observa la presencia de la banda asociada al control positivo para ADN
de planta (BanActine2 217 pb) presente en muestras que dieron positivo para R4T como para R1(Fotos Garcia-Bastidas).
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5.6. Prediagnostico en ADN proveniente de aislamientos del hongo

5.6.1. Prediagndéstico molecular con primers FocRA4T (Dita et at.,20107%)

Region blanco Fusarium spp. Secuencias Fragmento

(5-37) esperado

Inter-genic Spacer )
Fusarium oxysporum | 5. CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG-3'

(IGS) and Internal

. f.sp. cubense Raza 4
Transcribed Spacer ) 463pb
Tropical (Fusarium

(ITS) of ibosomal . 5'-GCCAGGACTGCCTCGTGA - 3'
odoratissimum)
operon

*Verificar el uso de la version corregida (Ver enlace)

Parametros para PCR de un volumen final de Perfil térmico de amplificacién
25ul
95°C por 5 min
ADN Molde 2 uL (30 ng)
primer FocR4T-F 1.0 uL (10 pM) 30 ciclos de ampilificacion
primer FocR4T-R 1.0 L (10 pM) . 95°C por 1min.
Buffer Taq 1.0 uL (10 pM) * 60°C por 1Tmin.
dNTPs 0.5 L (4 uM) * 72°Cpor 3 min.
Tag DNA Pol 0.25 yL Final 72°C por 10 min.
Water 17.75 L.
TR4 isolates
=
; E
=]
9 5 43 Z = = =
T @B @& o a & g
T e [ [ u = =
= @ m (] — o o i
G50 I:I‘:l =l —— i —_— e e e
463 bp —= Y - w—

Figura 16.. visualizacion de productos de PCR amplificados con primers especificos. Panel superior: R4T (463pb) y factor de
elongacion (EF1a-1/EF10-2) (650pb). (tomado de Dita et al., 2010)
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5.6.2 Prediagnoéstico molecular con primers W2987 (Li et al. 2013)

Region blanco Fusarium spp. Secuencia Fragmento
(5-39) esperado
Gen desconocido Fusarium  oxysporum | o 160CGAGAACCACTGACAA-S
codificando una f.sp. cubense Raza 4
proteina hipotética Tropical 452pb
(Fusarium 5'- GCCGATGTCTTCGTCAGGTA- 3'
odoratissimum)

Articulo no esta disponible en Open Access resumen puede ser revisado (Ver enlace)

Parametros para un volumen final de 25ul Perfil térmico de amplificacién

95°C por 2 min

ADN Molde 20-50ng
primer FOcR4T-F (0.4 uM) 30 ciclos de amplificacién:
primer FocR4T-R (0.4 uMm) . 94°C por 40 seg.
Buffer Taq 1X (2.5mM MgCl,) * 55°C por 40 seg
' dNTPs (0.2 mM) * 72°Cpor 1 min.
Taq DNA Pol Y Final 72°C por 10 min.
Water 25
o = o c o o
= n - 3 - ﬁ w -~ a ® N = s o
N N N N N Q o > I
%)
- i Eg8 s BR800 58038 88
00bp —
S50 bp —

Figura 17.Visualizacion de productos de PCR amplificados con primers especificos para R4T. bandas superiores representan los
amplicones asociados a R4T mientras que las bandas inferiores representan el control positivo para ADN EF1a-1/EF1a-2 (Li et
al. 2013)
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5.6.3 Prediagnostico molecular con pri-
mers SIX

Como se mencion6 anteriormente, otra alternativa
para el diagndstico de R4T (VCG1213) ha sido re-
cientemente publicada por Carvalhais et al. 2019 y
es util para identificar diferentes razas relacionadas
con la Enfermedad de Panama, amplificando re-
giones de los genes SIX (Secreted in Xylem) que
codifican proteinas relacionadas con procesos de
virulencia mediante PCR punto final, con pasos adi-
cionales de restriccion enzimatica. En la Figura 17
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se observa el esquema analitico descrito en el estu-
dio en mencion.

Como se evidencia en el esquema, inicialmente se
debe proceder con el analisis de R4T (VCG1213)
mediante la utilizacion de los primers SIX71 que am-
plifican un fragmento de 266pb. El amplicon obteni-
do se debe someter a un proceso de restriccion con
la enzima HpyAV, con el que se deben obtener dos
fragmentos de 142 pb 0 124 pb, a través de los que
se confirma la presencia de R4T.

Extraccion de
ADN micelial

iy

PCR SIX1

+ ~

TN
Restriccion HpyAV

t -
e~ -

Raza Tropical 4

PCR Duplex
SIX9/S1X10
VeG 1213

\T/

+
Raza 4(VCG0121)
e

} .

PCRSIX13

.
PCR SIX6

~

1
TN

+
P

Razal PCR SIX8

N ~
2N
Raza

Subtropical 4
N~

H

Restriccion Eagl

r(

VN
Raza 4(VCG0122)
S~

Figura 18. Esquema analitico propuesto por Carvalhais et al (2019) para la identificacién de R4T y otras razas asociadas al Mal
de Panama en banano.
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En el caso de que el fragmento no sea digerido por
la enzima, se debe realizar una amplificacion por
PCR duplex con los primers SIX9/SIX10 para con-
firmar la presencia del VCG 0121(R4), obteniéndo-
se dos bandas de 260 y 309 pb respectivamente,
o alternativamente se debe proceder con una PCR
con los primers SIX13 disefiados para la identifica-
cion del VCG 0122 (R4) (produciendo un amplicon
de 343 pb) y finalizar con una restriccion enzimatica
con la enzima Eagl para visualizar dos bandas de
102 y 241 bp.

Si no se obtienen amplificaciones para las muestras
procesadas con los primers SIX1, se puede proce-
der opcionalmente a realizar una PCR con los pri-
mers SIX6 para R1 o SIX8 para SR4T, aunque esta
ultima esta limitada a regiones subtropicales.

Las secuencias de los primers, tamano de los frag-
mentos amplificados y de los productos de restric-
cion se describen a continuacion:

Region P — Restriccion Productos
blanco Secuencias (5" -3") enzimatica de
SPp- restriccidon
RAT SIX1 266 F 5°- )
(VCG GTGACC;)?&%PS%ECACA 3 266 pb. HpyAV 142 yb124
1213716) <90 . P
CTTTGATAAGCACCATCAA-3
SIX9 Foc F5'-
ATCGCTGAAGCCCAGAACAA-3” Control
SIX9 Foc R 5- 200 pb. interno N.A
R4 (VCG TTCTGTCCGTCGATCGTTCC-3'
0121) SIX10 309 F5'- N.A N.A
CCACTGGCACCAAAGACTTG-3 309 ob
SIX10 309 R 5- pb-
Genes CGATGCGGAGTACTGGTTGA-3'
SIX R4 SIX13 343 F5'- Eagl 102 y 241
(VCG CAGCCTCCTAGCGTCGAAAA-3” 343 pb pb
0122) SIX13 343 R 5'- :
CCGTGATGGGGTACGTTGTA-3'
SIX8 206 F5°- N.A N.A
GCCTGCATAACAGGTGCCGGT-3"
SR4T SIX8 206 R 5' 260 pb.
TTCCTCACCTCACCCGGCAGGAT
TC -3'
SIX6 210 F 5°- N.A MN.A
Raza 1 ACGCTTCCCAATACCGTCTGT-3" 210 pb
SIX6 210 R 5' :
AAGTTGGTGAGTATCAATGC -3
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Las concentraciones de reaccion requeridas y perfi-
les términos asociados al analisis de genes SIX, se

detallan a continuacion.

Parametros de PCR para las reacciones de amplificacion con los primers

SIX1, SIX13, SIX8 y SIX6

ADN Molde

2 pL (15-30 ng)

primer SIX-F

1.0 pL (10 pM)

primer SIX-R

1.0 pL (10 pM)

Buffer Taq

5.0 uL (5X)

dNTPs

0.7 pL (10 M)

MgCI?

1.5 pL (25mM)

Taq DNA Pol

0.25 pL(5Uul)

Agua

13.55 L.

Vol Final

25 uL

266ph

caciones

Figura 19. Amplificacion con primers SIX1 de ADN micelial, obtenido de muestras sospechosas. M: Marcador 100pb. 1-7: amplifi- |
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SIX1 y SIX6

95°C por 2 min

Parametros para la PCR duplex con los primers
SIX9/SIX10

ADN Molde

2 pL (15-30 ng)

primer SIX9-F

1.0 pL (10 pM)

primer SIX9-R

1.0 pL (10 pM

primer SIX10-F

primer SIX10-R

)
1.0 pL (10 pM)
)

(
(
1.0 uL (10 pM
(
(

Buffer Taq 5.0 uL (56X)
dNTPs 0.7 yL (10 pM).
MgClI? 1.5 pL (25mM)
Tag DNA Pol 0.25 pL(5U/ul)
Water 11.55 L.

Vol Final 25 uL

SIX13

Perfiles térmicos
El Perfil térmico para la amplificacion con los primers SIX es el siguiente:

SIX9/SIX10

SiXs

SIX13

SIX9/SIX10

30 ciclos de | 30 ciclos de | 30 ciclos de | 30 ciclos de | 30 ciclos de | 30 ciclos de
amplificacion amplificacion | amplificacion | amplificacion | amplificacion | amplificacion
#95°C por 0.75 | «95°C por |«95°C por | «95°C por | #95°C  por | «95°C por 0.75
min. 0.75 min. 0.75 min. 0.75 min. 0.75 min. min.
«55°C por 0.75 | «57°C por | «58°C por | «62°C por | «57°C  por | «58°C por 0.75
min. 0.75 min. 0.75 min. 0.75 min. 0.75 min. min.
e 72°Cpor1min. | «72°C por 1| «72°C por 1| «72°C por 1| «72°C por 1 | «72°C por 1 min.
min. min. min. min.
Final 72°C por 5 min
STR4 STR4 TR4 II-5 100bp

260 pb

Figura 20. Amplificacion con primers SIX8 a partir de ADN obtenido de aislamientos procedentes de la region subtropical.
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Los productos de PCR pueden ser analizados en un
gel de 1 a 1.5% agarosa con 1x buffer TBE.

Condiciones para las restricciones enzimaticas
con las enzimas HpyAV y Eagl

Water 3.8 uL

Buffer enzima 1.0 L (5X uM)
Enzima 0.2 yL (V)
ADN 5.0 L

Vol Final 10 yL

El perfil térmico para la restriccidon con las enzimas
HpyAV y Eagl es el siguiente:

Guia andina para el diagndstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

e 37°C por 60 min
*  65°C por 20 min.

Los productos de PCR deben ser analizados en un
gel de 3% agarosa con 1x buffer TBE para lograr
una mejor resolucién de los productos digeridos.
(Figura 21)

Opcional:

Los primers SIX9 pueden ser utilizados opcional-
mente como controles internos para corroborar la
calidad de las extracciones, ya que detectan a Foc.

Las condiciones de amplificacién son las iguales
que las descritas para la PCR duplex que utiliza los
mismos primers. (Figura 22)

142 pb
124 pb

Figura 21. Restriccion enzimatica de fragmentos amplificados con los primers SIX7 con la enzima HpyAV. M: marcador de 100pb.
1-9: fragmentos digeridos de 124 y 142 pb.

R1 R1 R2 R2

il

I"

STR4 STR4 TR4

II-5 100bp

5

< 260 pb

Figura 22. Amplificacion con los primers SIX9 de diferentes cepas asociadas a diferentes razas de F. oxysporum f. sp. cubense.




Primers utilizados como control de ADN del te o en duplex de ser posible.

hongo para asegurar la calidad de los resul-
tados A continuacion, se presentan las secuencias de los

primers control utilizados para Fusarium spp.

Con el fin de verificar la calidad del ADN obtenido,
se recomienda correr primers control individualmen-

Secuencias R Prog.rama Especie Referencias
esperado termociclador
1 ciclo: 3 min 95 °C
29 ciclos:

PFO2 5-CCCAGGGTATTACACGGT-3' 20b gg: : gg g fo | (Edeletal
PFO3 5-CGGGGGATAAAGGCGG-3 P o 2000)

30Sar2°C

1 ciclo: 3 min a

72°C
1 ciclo 5min 95 °C
29ciclos:
CWF1 5-CCTGATACCCAGACGGCTAA-3' 286 b 1:;3'::59:,, g Foo | (Istam et al.
CWR1 5'-CTGTCGGCTTCACCGTTATT-3' P a 2015)
30sa72°C
1 ciclo10 min a
72°C

EF-1 5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC3' | ooy Fo:;:{ j:r?;fe‘:s o | Fungi |(O'Donnellet
EF-2 5'-GGAGGTACCAGTGATCATGTT-3 por separado. al. 1998)
SIX9 Foc F | 5'-ATCGCTGAAGCCCAGAACAA-3 2600b Ver protocolo Foc (Carvalhais
SIX9 Foc R | 5-TTCTGTCCGTCGATCGTTCC-3" P P et al. 2019)

5.7. Prediagnéstico mediante
PCR tiempo real

5.7.1. Kit comercial de Clear®Detections

La gqPCR se realiza por medio de la utilizacién del
Kit Clear®Detections - R4T DNA identification by
Real-Time PCR, el cual permite una sensible y ra-
pida deteccion de Fusarium Raza 4 Tropical. La es-
pecificidad de los primers ClearDetections Foc R4T,
esta basada en una unica mutacion de la Region
Intergénica Espaciadora (IGS). Los fabricantes han

realizado minimas modificaciones en las secuen-
cias de los primers disefiados por Dita et al (2011)
para brindar una mayor especificidad. El kit incluye
un ensayo independiente para la deteccion del gen
de la citocromo oxidasa (COX), presente en el tejido
de las plantas de banano, para ser utilizado como
un control de extraccion.
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Teniendo en cuenta la variabilidad genética del hon-
go en Indonesia, centro de origen, los fabricantes
hacen la siguiente salvedad: “Este kit es confiable
para la deteccion de Raza 4 Tropical fuera de In-
donesia. El uso del kit de diagnostico para RT4 de
ClearDetections dentro de Indonesia debe comple-
mentarse con otros métodos de diagnostico.”

A continuacion, los pasos de acuerdo a las instruc-
ciones de los fabricantes (ver el protocolo original
en los anexos)

Materiales
» Centrifuga ya sea para tubos de microcentrifuga
0 para placas de 96 pocillos.

* Pipetas y puntas de filtro correspondientes para
volumenes de 5-1000 pl.

Guia andina para el diagndstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

* Tubos de microcentrifuga o placas de 96 poci-
llos para dilucién de ADN.
* Placas y sellos para PCR o tubos para PCR.

* Maquina para PCR en tiempo real*.

* Agua libre de nucleasa.

*  Vortex.

*Colorante de referencia pasivo:

* Las mezclas de PCR ClearDetections no
contienen un colorante de referencia pasivo.
Si es el caso, por favor, desactive cualquier

opcion de colorante de referencia pasiva en
su software PCR en tiempo real.

Componentes:

RT-F-0901-050 Real-Time PCR Diagnostic Kit for FOC R4T

Components Code Storage

All-inclusive ClearDetections FOC R4T PCR mix 1 PMD_0901_050 Room temp*
FOC RAT Paositive Amplification Control (FOC R4T PAC) PAC 0901 02 Room temp*
Resuspension buffer RSB 2 Room temp

RT-F-0902-050 Real-Time PCR Diagnostic Kit for FOC R4T including Banana Cox gene extraction

control

Components Code Storage
All-inclusive ClearDetections FOC R4T PCR mix T PMD _0901_050 Room temp*
FOC RAT Positive Amplification Control (FOC R4T PAC) PAC 0901 _02 Room temp*
Resuspension buffer RSB 2 Room temp
All-inclusive ClearDetections Banana COX PCR mix t PMD 2601 050 Room temp*
Banana Cox gene Positive Amplification control (COX PAC) PAC 2601 02 Room temp*

*Se suministran como reactivos liofilizados. Deberan ser almacenados en su embalaje original a temperatura ambiente en
un ambiente seco. Después de la resuspension, guardar a -20°C hasta su siguiente uso. Si se almacenan adecuadamente,
los componentes del kit pueden ser utilizados hasta la fecha de caducidad impresa en la caja.
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5.7.2 Preparacion de muestras de ADN y
reactivos para PCR en tiempo real

Diluir extractos de ADN es un paso necesario para
reducir aun mas la presencia de compuestos que
inhiben la PCR en tiempo real. Frecuentemente se
encuentran trazas de inhibidores en materiales a
partir de los cuales se aisla el Foc RT4.

La dilucion de cada extracto de ADN 20 veces (e.g.,
1 pl de ADN en 19 ul de agua libre de nucleasa)
normalmente garantizara un rendimiento adecuado
de la PCR en tiempo real. En raras ocasiones, son
necesarias diluciones adicionales si el extracto de
ADN contiene una alta concentracién de inhibidores
(véase Resolucion de problemas).

Resuspension de los componentes de laPCR en
tiempo real

1. Golpee suavemente los frascos que contienen
la mezcla para PCR de Foc RT4 (“Foc R4T PCR
mix”) y Banana COX (“Banana COX PCR mix”),
para acomodar, precipitar cualquier contenido
que se pueda haber movido durante el envio.

2. Desenrosque la tapa de los frascos de mezcla
de Foc RT4 y Banana COX para PCR y deseche
los tapones de goma.

3. Anadir 790 pl de buffer de resuspensiéon a cada
frasco.

4. Cerrar los frascos e incubar cinco minutos a
temperatura ambiente.

5. Desenrosque las tapas de los tubos CAP de
Foc RT4 (Foc R4T PAC) y CAP de Banana COX
(Banana COX PAC).

6. Anadir 300 pl de buffer de resuspensién a cada
tubo.

7. Cerrar los tubos e incubar cinco minutos a tem-
peratura ambiente.
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8. Homogenizar la solucién con vortex y realizar un
spin al contenido de los tubos.

Nota: tenga presente que una inadecuada homo-
genizacion de los componentes puede disminuir los
rendimientos del analisis. Adicionalmente realice
alicuotas de todos los reactivos resuspendidos para
evitar la contaminacion accidental de las mezclas
maestras.

Foc RT4 y Banana COX

Ambos ensayos se pueden realizarse simultanea-
mente en una sola ejecucion de PCR.

Nota: Un ensayo de COX positivo indica una ex-
traccion exitosa de ADN de tejido de planta de ba-
nano. 4

1. Disefie su montaje experimental de PCR en
tiempo real: dos pocillos para cada muestra
para ser examinados para Foc RT4 y Banana
COX ADN mas cuatro pocillos para los siguien-
tes controles:

* Foc RT4 Control de amplificacion negativo,
Foc RT4 CAN.

» Foc RT4 Control de amplificacion positivo,
Foc RT4 CAP.

+ Banana COX Control de amplificacion negati-
vo, Banana COX CAN.

* Banana COX Control de amplificacion positi-
vo, Banana COX CAP.

2. Agite con vortex los frascos que contienen las
mezclas para Foc RT4 y Banana COX para
PCR durante 1 - 2 seg.

3. Pipetear 15 uL de mezclas en cada pocillo.

4. Agite con vértex los tubos de CAP de Foc RT4 y
CAP de Banana COX durante 1 - 2 seg.

5. Centrifugar el contenido de los tubos de CAP.

6. Pipetear 5 yL de cada CAP en cada pocillo CAP.
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Asegurese de sellar bien los controles para evi- 9. Sellar la placa y centrifugar durante 1 minuto

tar la contaminacion de los pocillos vecinos. a velocidad maxima. Asegurarse de precipi-

tar al fondo del tubo toda la mezcla de modo

7. Pipetear 5 ul de agua libre de nucleasa en cada que no queden gotas en la tapa o en las pa-
pozo CAN. redes del tubo.

8. Pipetear 5 pL de cada muestra de ADN diluida Finalmente, transfiera la placa a la maquina de
en su pocillo designado. PCR en tiempo real e inicie la ejecucion utilizan-
do los siguientes ajustes:
El volumen final en cada pocillo debe ser de 20 pl.

Etapa Tiempo Temperatura
Activacion enzimatica 3 min 95°C
Amplificacion Desnaturalizacion del | 10 seg 95°C
(40 ciclos) ADN
Hibridacidon del primer 60 seg 63°C
Extension del primer * 30 seg 72°C
Curva de disociacién® 0.2 - 0.5°C | 72°C — 95°C
etapas

*Medir la sefal fluorescente, utilizando el canal FAM o SYBR/FAM, después de cada ciclo y después de cada incremento de
temperatura de la curva de disociacién de PCR.

5.7.3. Interpretacioén de resultados _ o B
2. Combinar los analisis de curvas de amplifica-
Nota importante: para una correcta interpretacion cion con los analisis de curvas de disociacion.
de los resultados, siempre: . L
3. Confirmar que las temperaturas de disociacion

1. Comprobar si los resultados de los controles de las muestras coinciden con las temperaturas
aprueban de disociacién de los CAP.

Esquema de analisis rapido de resultados
1) Comprobar los valores de Cq en los pocillos CAP y CAN

Pocillo Intensidad de la sefial (Cq) Interpretacién

Foc RT4 CAP 25 o menos Aprobado
Sobre 25 (o no Cq) Error*

Foc RT4 CAN No Cq Aprobado
Menos de 40 Error*

Banana COX 25 o menos Aprobado
CAP Sobre 25 (o no Cq) Error*

Banana COX No Cq Aprobado
CAN Menos de 40 Error*




n
)
i

Si los resultados de CAP y CAN son validos

b

2) Comprobar los valores de Cq en los pocillos de muestra

Pocillo Intensidad de la sefial (Cq) Interpretacion

Foc 40 o menos Aprobado

RT4 No Cq No se detecta Foc RT4
Banana 35 0 menos Aprobado

COX Sobre 35 (ono Cq) Fallé*

v

3) Ver temperatura de disociacién

Pocillo Td Interpretacion

Foc RT4 Td difiere no mas de + 1°C de Td de CAP Foc RT4 detectada
Td difiere mas de + 1°C de Td de CAP Foc RT4 no detectada
Banana COX Td difiere no mas de + 1°C de Td de CAP COX detectada
Td difiere mas de + 1°C de Td de CAP COX no detectada

* Ver resolucion de problemas

Interpretaciéon

Pocillo de control de amplificacion positivo
(CAP)

Si el ensayo se realiz6 correctamente, una senal del
pocillo CAP deberia tener un valor de Cq de 25 o
menos.

Pocillo de control de amplificacion negativo
(CAN)

Una senal del pocillo de CAN indica la contamina-
cion de ADN de la mezcla de PCR o pocillo de CAN.

Pocillos de muestra

Una sefal de amplificacion del ensayo Foc RT4
indica que el ADN del hongo esta presente en la
muestra. La deteccion de Foc RT4 debe confirmar-
se mediante el analisis de la curva de disociacion.

La ausencia de una sefal indica que no habia ADN
del Foc RT4 en la muestra.

Una sefal de amplificaciéon del ensayo Banana
COX indica que el ADN del tejido vegetal esta pre-
sente en la muestra. La deteccion de COX del ba-
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nano debe ser confirmado mediante el analisis de la
curva de disociacion.

La ausencia de una sefal indica la inhibicion o una
falla en la preparacion del ADN.

Nota: a una sefial de amplificacion mas débil co-
rresponde un pico de la curva de disociacion mas
débil.

Temperatura de disociaciéon

Es esencial comprobar la temperatura de disocia-
cion de cada senal para confirmar la deteccién de
Foc RT4 y Banana COX. Esta caracteristica de la
tecnologia de PCR en tiempo real permite una de-
teccion confiable del patégeno del banano.

Una temperatura de disociacion que difiere del PAC
por mas de + 1 ° C indica que la muestra no contie-
ne ADN de Foc RT4 o tejido de planta de banano.
La senal debe ser tratada como “No Cq” (Foc RT4
o0 Banana COX no detectado). Una sefal cuya tem-
peratura de fusion no se puede determina, también
debe ser tratada como “No Cq”.

Recuerde: jCuanto mas bajo es el valor de Cq, mas
fuerte es la senal!



5.7.4. Prediagnéstico molecular median-
te PCR tiempo real con primers FOcR4T
primers y sonda FWB-R4T

Estandarizado de Aguayo et al. (2017)

Esta PCR fue disefada para detectar el VCG
01213/16 y 0121 basado en el locus del mutante
W2987 desarrollado por Li et al., (2013). Se tienen
indicios de que este gen puede estar involucrado en
la patogenicidad del R4T, pero mas pruebas son re-
queridas para confirmar. Usando este gen putativo
de patogenicidad, se realiz6 el disefio de los primers
y la sonda. Se realizaron pruebas de optimizacion
usando el método Taguchi para posteriormente vali-
darlo segun el estandar PM7/98 de la Organizacion
de Proteccion Vegetal de Europa y el Mediterraneo
(EPPO). La validacion determiné la especificidad,
sensibilidad, reproducibilidad. Adicionalmente se
incluye un control interno cuyos primers y sonda,
18S, estan disefados sobre una region altamente
conservada dentro del ADN ribosémico en plantas
y hongos, por lo tanto, servira para verificar la ca-
lidad de las extracciones en ambos casos (loos et
al. 2009).
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A continuacién, los requerimientos para ejecucion
del ensayo del qPCR.

Materiales

* Centrifuga de microtubos y placas de 96 pocillos

* Pipetas y puntas de filtro correspondientes para
volumenes de 1-1000ul

*  Tubos de microcentrifuga

* Placas y sellos para gPCR o tubos para g°PCR

* Maquina para PCR en tiempo real

* Agua libre de nucleasas

*  Vortex

Las condiciones de montaje de la reaccién y mani-
pulaciéon deben ser llevadas a cabo en cabina de
flujo, asi como el flujo de trabajo debe proveer las
mejores condiciones para el ensayo.

A continuacion, se presentan las secuencias de los
primers y sondas usados para la amplificacion en
el locus W2987 y del control interno 18S del ADN
(planta u hongo).

Regién blanco Nombre Secuencias (5°-3") F;:g::zg:o
Gen codifica para FWB-RAT F 5'-CGGTCTCGGCCAAATCTGATT - 3'
hipotética proteina FWB-R4T R 5- ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG - 3' 180pb
(W2987) Sonda FWB-R4T P | 5'- ACCCTTCAACTCCACTC GATCGCA - 3'
_ 18S uni F 5'- GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAA - 3'
18S ribosomal 18S uni R 5'- CCACCACCCATAGAATCAAGA - 3' 150pb
(planta u hongo)
18S uni P 5'- ACGGAAGGGCACCAC CAGGAGT -3
Parametros PCR para un volumen final de 20ul
Reactivo Concentracion final
H20 -
Mix tiempo real 1X
Primer FWB-R4T F 0.3 uM
Primer FWB-R4T R 0.3 uM
Sonda* FWB-R4T P 0.3 uM
ADN Molde 10-50 ng
Volumen final 20 yL
* FAM
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Reactivo
H20

Concentracion final

Mix tiempo real

1X

Primer 18S uni F

0.3 uM

Primer 18S uni R

0.3 uM

Sonda* 18S uni P

0.3 uM

ADN Molde

10-50 ng

Volumen final

20 pL

*JOE

Los parametros de corrida son una recomendacion
del Laboratorio de Biologia Molecular de la Agencia
de Regulacion y control Fito y Zoosanitario de Ecua-
dor, sin embargo, son adaptables a las condiciones
propias de cada laboratorio segun su disponibilidad

de equipos y reactivos.

Ambos ensayos (R4T y 18S) se pueden realizar si-
multaneamente en una sola ejecucién de PCR en
tubos separados.

Perfil térmico

N° de ciclos Temperatura °C Tiempo min: seg

1 95 10:00
95 00:10
45 veces 60
(Captacién de 00:40
fluorescencia)
1 40 00:10

Resultados esperados

Pocillo Intensidad de seiial (Cq) Interpretacion

Control Positivo <35 Aprobado
FOC R4T >350no Cq Error*

Control Negativo No Cq Aprobado
FOC RAT <40 Error*

Control Positivo < 40 Aprobado
18S >400no Cq Error*

Control Negativo No Cq Aprobado
18S <40 Error*
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Si los resultados de CAP y CAN aprueban

U

Comprobar los valores de Cq en los pocillos de muestra

Pocillo Intensidad de seifial (Cq) Interpretacion
FOC <40 POSITIVO
R4T No Cq NEGATIVO

<40 Aprobado
188 >400noCq Error*

Los resultados se aceptaran cuando:

El control positivo de Foc R4T presente una cur-
va de amplificacion de forma sigmoidea con va-
lores de Cq < 35.

El control positivo para 18S presente una curva
de amplificacion de forma sigmoidea con valo-
res de Cq <40

Los controles negativos(CAN) tanto de Foc R4T
y 18S, no presenten curva de amplificacion, es
decir, Cq=0

Una muestra resultara positiva cuando presente
una curva de forma sigmoidea con un valor de
Cq =40 para Foc R4T y 18S.

Una muestra resultara negativa cuando no pre-
sente curva de amplificacién, es decir, Cq = 0
para Foc R4T y presente una curva de amplifi-
cacion de forma sigmoidea con un valor de Ct <
40 para 18S.

Amplification
2000 T T e e L., T 3
1500 T ______________ ______________ _________________________ Control pOSitiVO -
I : : : de FOC R4T
; 000 L. .. e e .
[ : : ' Control
500 Lo oo ] Muestra
j : ' ' Baseline R
0 L3 - _'
0 ’ 1I0 20 I

Curlee

Figura 23: qPCR Aguayo et al., 2017 primers FWB-R4T F / Ry sonda FWB-R4T P.
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Amplification
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- ' : ] Control positivo -
1500 Joooi SRR e, ... .......] deFOCR4T
: : Control negativo -
g 000 4+ .. ... R R R T
: S Muestra positiva -
5[:0__ .............. .......... marenngdi S i
Baseline -
0 10 20
Cycles

Figura 24: qPCR loos et al., 2009 primers 18S uni F/ R y sonda 18S uni P

5.8. Prediagndstico mediante téc-
nica LAMP

Protocolo original en inglés suministrado amable-
mente por el equipo LAMP de la Universidad de
Wageningen .

Después de la extraccion de ADN utilizando el pro-
tocolo recomendado por los desarrolladores del
kit LAMP o la obtencién de ADN por cualquier otro
protocolo. La prueba suministra resultados en un
promedio de tiempo de entre 25 a 30 minutos. La
interpretacion de los resultados es bastante simple.
Un ejemplo real de la amplificacion obtenida para
el caso de Colombia se puede observar en la figura
32C.

User protocol for the detection of Fusarium
odoratissimum Tropical Race 4 (R4T) using
Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Precautions:

* Read the protocol carefully before the first-time
use.

« Store all kit components at the recommended
storage temperature.

* Mix the Extraction buffer and Chelex resin
always before every pipetting step (Chelex quic-
kly sediments).

* Wear gloves when following the extraction pro-

WAGENINGEN

UNIVERSITY & RESEARCH U

Figura 25: Imagen del equipo utilizado para ejecutar protocolo LAMP ara R4T
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tocol and dispose of these gloves as biological
waste afterwards. Do not touch samples directly
if possible to prevent cross contamination. If not
possible and gloves and samples come into con-
tact then change gloves between every sample.

Do not touch the bottom of the Genie reaction
strips with bare hands.

Never open the Genie reaction strips after the
LAMP reaction has been carried out.

This kit is for research purposes only (RUO).

Supplied Materials:

Extraction buffer (store at -20°C before first use,
store one month at 4°C once thawed).

Chelex resin (mix with thawed extraction buffer
before first use).

Extraction tube (red cap)

Sample dilution buffer (clear cap)

Enzyme mix (Purple cap, store at 4°C)
Resuspension buffer (Green cap, store at 4 °C)
Test strip “R4T assay” (store at 4°C)

Test strip “Cox assay” (internal control) (store at
4°C)

Materials not included:

Genie Il LAMP device (OptiGene Limited).

Water bath or dry heat block suitable for the pro-
vided 5 mL extraction tubes.

Pipettes and tips for volumes 5-1000 pL.

Negative control (PCR grade water)

Preparations:

Annotate where which sample is located in the
strip(s). One kit is sufficient for 6 samples.
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Before first use of the kit, fully thaw the extrac-
tion buffer. Mix Chelex resin with extraction bu-
ffer (0.1g/ml) and mix thoroughly, the prepared
buffer can be stored for 1 month at 4 °C.

Pre-heat the water bath or heating block to 95
°C.

Extraction protocol:

1.

2.

5.

For each sample transfer 1 mL of prepared ex-
traction buffer to an extraction tube (red cap).

Add up to 1 cm?® of banana plant material to the
extraction tube and shaking the tube thoroughly
by hand for 60 seconds.

Incubate the extraction tube for 20 minutes in
the 95 °C water bath or heating block.

Mix the contents of the extraction tube and pipet
60 uL of extracted sample into a sample dilution
buffer tube (clear cap). This creates diluted sam-
ple required for the LAMP reaction.

Continue with the LAMP protocol.

LAMP protocol:

1.

Rehydrate the two tubes with enzyme mix by pi-
petting 200 pl resuspension buffer (green cap)
to the tubes with enzyme mix (purple cap).

Take the test strips out of the sealed black bags,
place the strip in the strip holders and open the
tubes (strips can be marked on the protruding
edges).

When the enzyme mix is clear, mix the solution
gently and add 20 ul to well 1 to 6 of the strips.
Use different pipette tips for the R4T and Cox
strips.

For each sample or control, add

a.5 uL diluted sample to one well in the R4T
strip.

b.5 pL diluted sample to the same well in the
COX strip.

c. 25 pl enzyme mix to well 7 and 8 of the strip.
Use different pipette tips for the R4T and Cox
strips.
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RAT reaction strip

example by tapping the top of the lids. Do
not touch the bottom of the wells with bare
hands.

Place both strips in the Genie Il device and
run the LAMP + annealing protocol.

Waste disposal guidelines:

*  When the LAMP run is finished dispose of the
strips in a closed container to prevent contami-
nation with amplicon.

* The extraction tubes with the homogenized plant

material need to be discarded as biohazard was-
te. After making the dilution the extract cannot
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COX reaction strip
Example pipetting scheme of both R4T and COX LAMP reaction strips.

5. Close the Genie reaction strips fully by firmly

pressing on the lids. Never open the Genie

reaction strips after this step.
6. Mix the contents of the strips by flicking the

strips. Then make sure that the reaction

mix is located in the bottom of the wells, for
7.

be re-used or stored due to the high pH of the
extraction buffer.

The diluted samples can be stored at 4 °C for one
week and at — 20 °C for up to one year. When stora-
ge of the diluted sample is not desired then diluted
samples should be discarded as biohazard waste

See the output of a real example on Figure 32 B.

5.9. Produccion de colonias de
espora unica (monosporicos)

Estandarizado por Fernando Garcia-Bastidas,
Emiro Ortiz, Mariluz Ayala, Oscar Dix.

Método tradicional “rayado”

A partir de colonias frescas creciendo en PDA re-
coja una raspa de hifas esporuladas utilizando una
punta para micropipeta, un palillo de dientes o un
loop de laboratorio.



1. Deposite la punta en 1.000 ml de agua des-
tilada

2. Pipetear directamente sobre platos de water
agar" o utilice un loop (bucle) de laboratorio y
haga un rayado.

3. Incubar los platos con el water agar durante 24
horas a 25°C.

4. Revise los platos bajo el microscopio y marque
las esporas germinadas que desea seleccionar.

5. Los conidios seleccionados se transfieren con
una aguja estéril o un bisturi hacia un nuevo pla-
to con PDA (Figura 26).

Figura 26. Arriba, espera unica germinando

en un trozo de PDA transferido hacia un plato

de Petri nuevo. Abajo, Petri con crecimiento

micelial proveniente de una espora unica
después de 10 dias.

11. 1.5 0 2% agar:15 gr de agar por litro de agua desionizada.

12. Adicione 2 g de Mung beans por cada 400 mL de agua destila-
da, Autoclave. A temperatura ambiente, inocule el medio con piezas de
PDA colonizado por Fusarium spp. Incubar por 3 dias a 27°C. Filtre y
cuantifique el numero de esporas bajo el microscopio.
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Método esporas en medio liquido

6. Para este procedimiento es necesario producir
una suspension de esporas, el método reco-
mendado es el uso del caldo de cultivo utilizan-
do Mung beans'? (Garcia-Bastidas et al., 2019)
(Figuras 27 y 28).

5§o‘3§§§2’§ 107/mi

Foihes ¥
5‘:.,{3%%:: 108/mi

& water il ‘|
A
50L Container
1 x 10%ml —— U

2x
& ‘ 200m!
Injuring E 250 Plants/hour
racts )

Figura 27. Esquema de produccién masiva

de esporas para inoculaciones, extraccion

de ADN o produccion de esporas unicas
(monosporicos).

¥

3snoyuIsID

Una vez se obtenga el filtrado hacer una dilucién
10Xy esparcir en el plato con water agar.

Figura 28. Esporas unicas germinando a partir
de medio liquido.

Nota: una vez se obtengan colonias de espora uni-
ca, se debe realizar otra ronda de pre-diagndstico
para garantizar que la espora seleccionada corres-
ponde a R4T.
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Método esporas con incubacion vertical

Este método es muy efectivo para conseguir una
separacion adecuada de las esporas y facilitar su
seleccion individual. Se debe seguir el siguiente
protocolo

1.

2.

3.

4.

Obtener un cultivo puro del hongo a analizar en
PDA (debe estar libre de bacterias u otros hon-
gos contaminantes).

Una vez la colonia pura tenga 3-5 dias de siem-
bra, en la cabina de flujo laminar realizar un ras-
pado del micelio con un asa estéril (aproximada-
mente %4 de la colonia).

Transferir el raspado de micelio a un tubo de en-
sayo con 10 ml de agua estéril y mezclar con un
vortex o una agitacion rapida al tubo de ensayo.

Hacer una sefial con un marcador en un extremo
de una caja de Petri con agar agua (garantizar
que la lamina de agar sea delgada) para indicar
el punto en donde se adicionara la suspension

5.

conidial.

Vertir parte del volumen de suspension conidial
en el sitio marcado del agar agua (puede ser di-
rectamente o con ayuda de una micropipeta).

Colocar la caja en posiciéon vertical de tal ma-
nera, que el punto marcado quede localizado
hacia arriba (Figura 28), decantando la sus-
pensidn conidial, de tal manera que el liquido
se disperse sobre la superficie del medio. Si se
presenta un exceso de liquido en el borde infe-
rior de la caja, eliminarlo con la ayuda de papel
absorbente.

Sellar las cajas con vinipel o parafilm e incubar-
las en posicion vertical, a temperatura ambiente
durante 6 -24 horas.

Pasado el tiempo, observar al microscopio las
cajas por el revés y marcar con un punto las es-
poras germinadas que se encuentren mas se-
paradas.

Figura 29. Medio agar agua dispuesto en posicion vertical.
La flecha roja indica el area de descarga de la suspension conidial
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9. Abrir las cajas donde se hayan detectado espo- 13. Transferir el bloque de agar a una nueva caja
ras germinadas y localizarlas con la ayuda del con medio de cultivo SNA para conservacion e
microscopio. Observar de menor a mayor au- - Incubar a 25°C bajo oscuridad de 48-72 horas.
mento (Figura 29). (Nota: es importante que el
microscopio este ubicado en un sitio que evite
la contaminacion de los cultivos, asi mismo, se
debe trabajar con tapabocas).

Figura 31. Haz de luz localizado sobre una espora germinada.

Figura 30. Localizacion de esporas individuales germinadas
con el microscopio (4X): arriba a las 6 horas; abajo a las 24
horas.

10. Girar el condensador de tal manera que se cie-
rre el campo de luz sobre una de las esporas
germinadas (Figura 30).

11. Con la ayuda de un asa bacterioldgica flamea-
da, marcar el circulo en donde se encuentre la
espora germinada.

12. Cortar con el asa flameada el circulo de agar

que contiene la espora germinada (alternativa-
mente se puede hacer con ayuda de un bisturi).
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5.10. Diagnéstico completo para primers para PCR tiempo final disponibles para

reporte oficial o nueva incur- dete_c_cmn de R4T ver seccion _p_rotoc'olos. De ser
positivas las muestras se verificaran con por lo

sion en pais libre de R4T menos dos pruebas adicionales independientes

para reducir la posibilidad de falsos positivos,

Etapa 1. asi: i) PCR convencional y PCR en tiempo real vy, ii)

la prueba LAMP. Las pruebas se pueden realizar en

' Prediagnostico Molecular (pruebas de PCR y material vegetal, pero se recomienda realizar test
similares) sobre colonias de espora unica (Ver protocolos y

figura 32 A - C).
El diagnostico inicial se lleva a cabo utilizando los
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TR4 VCG1213/16
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Figura 32. Pruebas para diagnostico de Fusarium Raza 4 Tropical. A. Pruebas PCR convencional, B. Pruebas de PCR en tiempo
real C. Prueba LAMP. D. resultado del arbol filogenético basado en secuenciacién de genomas de cepas de Raza 4 Tropical en
distintas localidades. tomado de (Garcia-Bastidas et al. 2019)
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Etapa 2.

Secuenciacion y analisis filogenético o prueba de
compatibilidad vegetativa (VCGS)

Teniendo en cuenta que Fusarium Raza 4 Tropical
pertenece a un linaje clonal asociado unica y ex-
clusivamente al VCG01213/16, la estrategia selec-
cionada por nuestro grupo para una confirmacion
precisa y rapida es la secuenciacion del genoma
completo. Las pruebas de VCG también son validas
para el reporte oficial.

Los aislados individuales positivos en el prediagnés-
tico se destinan a produccién de micelio o esporas
para la obtencion de ADN para la secuenciacion.
Tres a seis microgramos de ADN son necesarios.
Cualquier plataforma de secuenciacién de nueva
generacién es adecuada, se recomienda secuen-
ciacion de fragmentos cortos (lllumina). Para le
caso de llumina, el ADN gendémico de las muestras
se utiliza como material inicial para la preparacion
de librerias. Las librerias se generan utilizando el
kit de Illumina Nextera DNA Flex. Por cada mues-
tra 100ng de ADN gendmico se utiliza en combina-
cion con 5 ciclos de PCR siguiendo instrucciones
del fabricante. Las librerias con cédigo de barras se
agrupan de manera equimolar y se realiza un ciclo
de gPCR para el control de calidad. Posteriormente,
las muestras se secuencian utilizando el kit MiSeq
reagent Kit v3 con 2 x 150 pb. Los datos se demul-
tiplexan en archivos. fastq individuales por muestra.

Los datos obtenidos se analizan por comparacion
utilizando genomas de Fusarium spp. disponibles
que corresponden a las incursiones de la Raza 4
Tropical diagnosticada en Jordania, Indonesia, Pa-
kistan, Las Filipinas, Libano, China, Vietham, Laos
and Myanmar. Adicionalmente, se incluyen cepas
control como el Foc NRRL36102 asociado a raza
4 subtropical, cepas asociada a la raza 1 y Fusa-
rium oxysporum f.sp. lycopersici 4287 el cual es un
hongo patdégeno del patosistema Fusarium-Tomate
(Figura 32D) (Zheng et al., 2018, Garcia-Bastidas
et al., 2019).
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Etapa 3.
Pruebas de patogenicidad

Con el fin de verificar la virulencia de las cepas ais-
ladas y completar los postulados de Koch, seran
seleccionadas plantas sanas de la variedad ‘Grand
Naine’ (Cavendish-AAA) o cualquier otro cultivar del
grupo Cavendish, para su inoculacion.

Adicionalmente las plantas inoculadas con la Raza
4 Tropical de referencia (II-5 indonesia) son usa-
das como control positivo y las cepas asociadas a
la raza 1 control negativo. Las plantas tratadas con
agua seran un control negativo adicional.

Por lo menos tres plantas de entre 1.5 a 3 meses de
edad y con apariencia similar seran seleccionadas
e inoculadas siguiendo las indicaciones reportadas
en (Garcia-Bastidas et al., 2019). Después de la
inoculacion, las plantas se monitorean semanal-
mente. Cinco a seis semanas después de la inocu-
lacién las plantas se evaluan por sintomas externos
e internos. Las muestras provenientes de plantas
inoculadas con raza 1, Raza 4 Tropical y controles
seran tomadas para otra ronda de prediagnéstico
(Figura 33).
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Figura 33. Resultado de la prueba de patogenicidad para un reporte inicial de la enfermedad. Ay B controles negativos agua y raza
1 respectivamente. C. control positivo (R4T indonesia II-5) y D — F cepas bajo estudio. (Tomado de Garcia-bastidas et al., 2019)
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5.11. Medidas de bioseguridad su-
geridas para paises con intro-
ducciones recientes de Fusa-
rium R4T

5.11.1. Bioseguridad en campo

* Noingresar o transportar plantas o partes de és-
tas (semillas, cormos, frutos, tallos, etc.) a cual-
quier area de produccién agricola, sin los per-
misos fitosanitarios de la Organizacion Nacional
de Proteccion Fitosanitaria (ONPF).

* No movilizar suelo o sustratos de uso agricola.

* No ingresar o movilizar artesanias elaboradas
con material vegetal, sin la autorizacién de la
ONPF.

* No ingresar especimenes de animales (artro-
podos) o de microrganismos en cualquiera de
sus formas o presentaciones, sin los permisos
previos de la ONPF y/o las autoridades compe-
tentes.

* No llevar la misma ropa y calzado utilizado para
visitar otros sistemas productivos o en el extran-
jero.

e Si va a visitar un sistema productivo en cual-
quier region del pais, solicite botas de caucho y
elementos de bioseguridad requeridos segun el
caso (overoles desechables) para el ingreso y
entréguelos al final de su visita para su destruc-
cion o disposicién final. De no contar con la bio-
seguridad adecuada, absténgase de ingresar a
las areas productivas.

» Siga todos los procesos de limpieza y desinfec-
cion que le indiquen para el ingreso y durante la
visita a cualquier area productiva.

* No tome muestras vegetales o animales, ni ma-
nipule plantas o partes de estas dentro de las
areas productivas, sin ser previamente autoriza-
do y sin los elementos de proteccion adecuados
segun el caso (guantes, overoles, etc.).
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5.11.2. Bioseguridad en el laboratorio

De forma general, en los laboratorios de diagnosti-
co fitosanitario no son implementados sistemas de
bioseguridad propios de la contencién de microor-
ganismos de importancia cuarentenaria. Sin embar-
go, es necesario que se considere la adopcién de
un sistema con un nivel de bioseguridad mas alto
para los procesos que impliquen la manipulacion de
organismos cuarentenarios que posean potencia-
les de dispersion y grados de agresividad tan altos
como los de Fusarium R4T. Se deberia elaborar
un plan de contingencia que establezca las medidas
de contencion en los laboratorios, que permitan una
rapida adopcion, y esto debe ser incluido dentro del
plan general de contingencia del pais.

Es importante tener presente que, si se estan ma-
nipulando organismos cuarentenarios no presentes
en el pais, se deben extremar las medidas de biose-
guridad y las restricciones de acceso al laboratorio.
Considerando las practicas de bioseguridad basi-
cas que se alcanzan a implementar en los laborato-
rios de Fitopatologia, es recomendable destinar una
pequefa area del laboratorio que pueda ser de uso
exclusiva para la manipulacion de organismos cua-
rentenarios con alto grado de virulencia, de modo
qgue se pueda dar cumplimiento a practicas corres-
pondientes a un Nivel Il y se garantice la contencion
de los organismos manipulados. A continuacioén, se
describen algunos aspectos para ser considerados
en los planes de contencion que los laboratorios de-
ben tener disponibles.

e Establecer un area exclusiva dentro del labo-
ratorio donde se puedan desarrollar por lo me-
nos las actividades de inspeccion de muestras,
aislamiento del patégeno, y manipulacion del
micelio en las fases iniciales de extraccion de
ADN, que representa un factor critico frente al
riesgo de dispersion.

Nota: Es importante que el area de contencion dis-
ponga de una esclusa™ que permita la contencién
de los microorganismos y transferencia segura de
elementos con las areas externas.

13. Compartimento con puerta de entrada y de salida cuyo objetivo es
controlar el acceso a areas de seguridad

l
|
l
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Restringir el acceso al area de contencion solo
al personal implicado en los procesos de diag-
nostico de estos organismos. ElI mismo, que
debe haber sido previamente capacitado en la
implementacion de las medidas de bioseguridad
correspondientes.

Controlar el acceso al area por medio de formas
de registro de ingreso. Si personal diferente al
involucrado en las actividades analiticas requie-
re ingresar, debe ser acompanado por personal
autorizado en todo momento. No se permitira el
ingreso de personal ajeno al area de contencion
mientras se desarrollen actividades analiticas.

Prohibir la entrada de cualquier elemento de pa-
peleria, equipos de fotografia, equipos de com-
puto, abrigos, sombreros, mochilas, carteras,
etc., en las areas de contencion, ya que estos
elementos pueden facilitar el escape o libera-
cion de microorganismos nocivos.

Eliminar insectos y animales indeseables en el
laboratorio (por ejemplo, artrépodos o roedores)
que puedan aumentar el riesgo de dispersion en
la instalacion.

Para la manipulacion de la muestra, el analis-
ta debera contar con elementos de proteccion
personal desechables (overol, cofia, polainas y
guantes). Todo ello se debe descartar al termi-
nar la actividad y disponer para autoclavado, asi
como todos los elementos y materiales que en-
tren en contacto con la muestra.

Se debe garantizar que los visitantes y emplea-
dos usen bata de laboratorio desechable en el
area de contencion. Estos elementos deben ser
desechados al salir del area de contencion den-
tro del laboratorio.

o Si hay sospechas de liberacion de inoculo
al ambiente, asegurese de que el personal
y los visitantes se duchen completamente
antes de salir del area o laboratorio. En ese
caso limpie y desinfecte la instalacién, sus
muebles y su equipo con hipoclorito o un
desinfectante similar.
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Ingreso de muestras

El auxiliar administrativo recibe la muestra y la
mantiene bajo custodia permanente hasta su
codificaciéon y la entrega en manos del analista
asignado, manteniendo la custodia permanente.

Unicamente se deben manipular las bolsas con
guantes de un solo uso y por ningun motivo de-
ben ser abiertas en areas diferentes a la de con-
tencion. Los guantes deben ser descartados de
manera inmediata en bolsas color rojo, que se
dispondran para manejo como residuo bioldgico
peligroso.

Al recibir las muestras en el laboratorio se debe
proceder a verificar que la caja que contiene
la(s) muestra(s) se encuentra completamente
sellada, de no ser asi, se debe reportar la ob-
servacion de manera escrita para establecer los
riesgos de dispersion asociados al proceso de
transporte. Realizar un registro fotografico del
estado general del paquete recibido.

La bolsa con la muestra debe trasladarse siem-
pre en recipiente (cava) al Laboratorio donde
permanecera mientras deba ser conservada.

5.11.3. Manipulacién durante el proceso
analitico

La apertura del envio y la revision de las mues-
tras sera responsabilidad del analista designado
por el responsable de laboratorio previamente
entrenado, dicho procedimiento solo se podra
realizar dentro del laboratorio, en el sitio dis-
puesto para ello.

Considerando el riesgo que representa el pato-
geno, la revision y el preprocesamiento de las
muestras, debera realizarse dentro de una ca-
bina de seguridad bioldgica, esta debe ser rigu-
rosamente descontaminada previo y posterior-
mente al proceso de aislamiento del patdgeno.

Inmediatamente después de desempacar las
muestras, se deben autoclavar los elementos



de embalaje, de igual forma se deben desinfec-
tar externamente, con una solucién de alcohol o
hipoclorito, los elementos que se requieran con-
servar para el almacenamiento de las muestras.
Se recomienda utilizar cajas plasticas desecha-
bles, tubos plasticos y demas material que sea
de un solo uso.

Los cultivos y subcultivos de los hongos sospe-
chosos o confirmados se deben guardar dentro
de la incubadora previamente dispuestos en
cajas con tapa segura, de manera que se re-
duzca el riesgo de deslizamientos o rupturas
accidentales. Los mismos, deben permanecer y
ser transportados en dichas cajas hasta que se
emitan los resultados. Para el desplazamiento
utilizar carro de laboratorio.

Los cultivos obtenidos, a partir del aislamiento
del patégeno, deberan sellarse cuidadosamen-
te y disponerse dentro de bolsa de cierre her-
mético. Al final del proceso analitico, todos los
cultivos deberan ser inactivados por dos ciclos
de esterilizacion en autoclave. En este punto se
recomienda tener un especial cuidado con los
elementos de proteccion personal, que deben
disponerse tal como se describi6é antes.

Para la primera fase del proceso de Extraccion
de ADN, concerniente a la adicion del Buffer, es
importante realizar la manipulacién en cabina de
bioseguridad, ya que en este punto el organis-
mo se encuentra aun vivo.

Los aislamientos y procedimientos que impli-
quen la manipulacién del microorganismo uni-
camente se ejecutaran dentro de cabina de se-
guridad clase IlA (flujo laminar vertical).

Durante el procedimiento no se podran emplear
documentos, boligrafos o libros que vayan a ser
utilizados en las areas exteriores (Unicamente
diligenciamiento de formas propias del labora-
torio).

Se deben extremar las medidas de bioseguri-
dad, teniendo especial cuidado para lavar ma-
nos antes de salir del laboratorio, evitar tocar

partes del cuerpo con los guantes, entre otras.

5.11.4 Custodia de las muestras

La muestra se mantendra permanentemente
bajo la custodia del analista designado, quien,
ademas, debera controlar y mantener cuantifi-
cadas las muestras y los cultivos, indicando en
su bitacora claramente los duplicados, réplicas
y cajas Petri con el hongo que se han producido
y su estado.

Se debe registrar quién entra al area de con-
tencion, hora de ingreso y salida, pero dejando
afuera el documento y los esferos.

Las cavas con muestra y las cajas contenedoras
de los cultivos deberan ser rotuladas de mane-
ra visible indicando el riesgo biolégico existen-
te y el nombre de la plaga. De ser posible se
incubaran /almacenaran en incubadora/nevera
separada y bajo llave y custodia del analista en-
cargado de su procesamiento.

Para los procesos de aislamiento, todo el mate-
rial vegetal remanente, asi como los recipientes,
materiales y demas, que estuvieron en contac-
to con la(s) muestra(s), deberan ser dispuestos
para esterilizacion. La esterilizacion se llevara a
cabo mediante tratamiento por calor humedo en
autoclave a 121°C durante 30 minutos, realizan-
do dos ciclos continuos.

Si durante el proceso de inspeccion y aislamien-
to de la muestra se generan residuos liquidos,
estos no se deben descartar bajo ninguna cir-
cunstancia por el grifo o agua corriente. Todo
desecho liquido debe ser colectado en un reci-
piente con tapa que tenga tres veces la capaci-
dad en volumen del liquido a contener de ma-
nera que pueda ser autoclavado sin riesgo de
desbordar, y posteriormente se debe disponer
con la empresa gestora.

Luego del trabajo con la muestra y/o los aisla-

mientos siempre se realizara limpieza completa
de la cabina y esterilizacion mediante UV duran-
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te 45 minutos.

- La muestra y las cajas Petri con cultivos de-

ben ser esterilizados en autoclave una vez
se finalice el procedimiento y solo se conser-
varan aislamientos para usos con autoriza-
cion expresa previa del Director Técnico.

Todas las superficies empleadas durante el pro-
cedimiento se deben limpiar con Virkon S en
diluciéon 1:100 minimo (1%) dejando actuar el
producto durante un minuto.
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Destruya todos los remanentes de las muestras
y cultivos del organismo.

Si es necesario preservar el organismo aislado
es necesario preservarlos en viales con tapa de
rosca o equivalente en glicerol al 25% y a una
temperatura de -80°C.

Todo material que haya estado en contacto con
la muestra debe ser esterilizado como material
de riesgo biolégico, de manera inmediata una
vez finalice su uso.
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