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RESUMEN

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) raza 4 tropical (R4T) causante de la marchitez vascular en musdceas,
representa una amenaza para la industria bananera mundial. Reportes recientes del patégeno en Colombia
(2019), Peru (2021) y Venezuela (2023), demuestran la importancia de fortalecer los protocolos de vigilancia
epidemioldgica, deteccion y diagndstico para contener su dispersién en América Latina y el Caribe. El
diagndstico/deteccidn de RAT estd basado en la observacidn de sintomas en campo, analisis microbioldgicos y
técnicas de biologia molecular. Desde hace mas de una década se han desarrollado métodos basados en PCR
convencional y PCR cuantitativa para la deteccidn de R4T. Estos métodos estan optimizados, en su mayoria,
para identificar el patégeno a partir de plantas sintomaticas y posterior aislamiento del hongo. Con la llegada
de R4T a América Latina, es necesario estandarizar los protocolos de deteccion del patégeno y verificar que los
marcadores pueden amplificar las variantes del hongo presentes en esta regidn. En este estudio se plantearon
tres objetivos, (i) estandarizar diferentes metodologias basadas en PCR en un laboratorio de referencia para la
region (ii) dotar a paises de la regidn con ADN de controles positivos para la deteccion de R4T, y (iii) estandarizar
en cada pais metodologias de deteccién de R4AT teniendo en cuenta las diferencias en disponibilidad de
reactivos, consumibles y equipos de laboratorio. En este boletin se presentan los resultados obtenidos para
cada objetivo, que permitieron finalmente entregar como producto el protocolo de diagndstico de Foc R4T
unificado y validado por los seis paises ejecutores del proyecto.

Palabras Clave: Marchitez por Fusarium, banano, Foc R4T, deteccion, diagndstico, PCR, marcadores
moleculares.

ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) tropical race 4 (RAT), which causes vascular wilt in musaceae,
represents a threat to the global banana industry. Recent reports of the pathogen in Colombia (2019), Peru
(2021) and Venezuela (2023), demonstrate the importance of strengthening epidemiological surveillance,
detection, and diagnosis protocols to contain its dispersion in Latin America and the Caribbean. The
diagnosis/detection of TR4 is based on the observation of symptoms in the field, microbiological analyzes and
molecular biology techniques. For more than a decade, methods based on conventional PCR and quantitative
PCR have been developed for the detection of TR4. These methods are mostly optimized to identify the
pathogen from symptomatic plants and subsequent isolation of the fungus. With the arrival of TR4 in Latin
America, it is necessary to standardize the pathogen detection protocols and verify that the markers can amplify
the fungal variants present in this region. In this study, three objectives were set: (i) standardize different PCR-
based methodologies in a reference laboratory for the region (ii) provide countries in the region with DNA of
positive controls for the detection of TR4, and (iii) standardize TR4 detection methodologies in each country
taking into account the differences in availability of reagents, consumables and laboratory equipment. This
bulletin presents the results obtained for each objective, which finally made it possible to deliver as a product
the Foc TR4 diagnostic protocol unified and validated by the six executing countries of the project.

Keywords: Fusarium wilt, banana, Foc TR4, detection, diagnosis, PCR, molecular markers.



INTRODUCCION

La marchitez por Fusarium es considerada una de las enfermedades mds devastadoras para las
Musaceas, en especial para el banano de exportacidn (var. Cavendish). Foc R4T se detectd por
primera vez en Taiwan en 1967 (Hwang et al., 2004; Su et al., 1977), probablemente después de
haber sido introducido en plantas infectadas de Sumatra, Indonesia, y posteriormente se propago
ampliamente en la mayoria de los paises productores de banano (Ploetz et al., 2015). Foc se
clasifica en cuatro razas segun los cultivares de banano que infecta. La raza 1 (R1) es patdgeno
del cultivar Gros Michel (AAA), Silk (AAB) y Pisang Awak (ABB) (Stover et al., 1961). La raza 2 (R2)
afecta cultivares de bananos de coccién, como Bluggoe (ABB) y otros platanos. La raza 3 (R3)
afecta principalmente a plantas del género Heliconia spp. pero no platanos ni bananos (Ploetz et
al., 2005), por lo que estas poblaciones no se consideran actualmente como parte de la estructura
racial de Foc. Las poblaciones de la raza 4 (R4) afectan el cultivar Cavendish (AAA), y también
todas variedades que son afectadas por las razas R1 y R2. La raza 4 de Foc estd dividida en raza 4
subtropical (R4S) y raza 4 tropical 4 (R4T). La R4S comprende poblaciones de Foc que solo afectan
a los bananos Cavendish en los subtrépicos donde las condiciones predisponentes de la
enfermedad (como las bajas temperaturas) podrian jugar un papel fundamental. En cambio, R4T
comprende una poblacién clonal que afecta gravemente al banano Cavendish (y muchos otros
cultivares) tanto en el trépico como en los subtrépicos.

Los métodos de identificacion de aislamientos de F. oxysporum basados en caracteres
morfolégicos son poco eficientes y altamente demandantes en trabajo. Por lo tanto, las
alternativas de deteccidon molecular se han convertido en la herramienta mas eficiente para el
diagndstico de cepas patogénicas en el complejo de especies de F. oxysporum (van Dam et al.,
2017). El método de diagndstico molecular mas utilizado para la identificacion de Foc RAT esta
basado en el uso de regiones espaciadoras intergénicas (IGS) del cluster de genes ribosomales
nucleares, la cual es eficiente para identificar los aislamientos de RAT (Dita et al., 2010).
Adicionalmente, la regidn IGS se ha utilizado en métodos de diagndstico para R4T mediante Loop
Mediated Isothermal Amplificacién (LAMP) (Zhang et al., 2013). Sin embargo, este método no es
capaz de distinguir las cepas agrupadas en los grupos de compatibilidad vegetativa (VCGs) 0121y
0122 (R4), las cuales estan relacionadas a R4ST, que también infectan plantas tipo Cavendish,
pero se caracterizan por ser moderadamente virulentas comparadas con R4T (Buddenhagen,
2009; Ordonez et al., 2015; Czislowski et al., 2017; Mostert et al., 2017; Carvalhais et al., 2019).

En otro estudio reportado por Lin et al, (2009), utilizaron marcadores tipo RAPD e identificaron
un marcador que amplificaba para el gen del factor de elongacion alfa 1 (EF-1), el cual permite
identificar cepas R4, pero no discrimina para R4T o R4ST. En el aifio 2019 Carvalhais et al.,
reportaron un perfil de genes homoélogos tipo SIX (i.e. Secreted in the Xylem), presentes
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Unicamente en cepas fitopatogénicas de F. oxysporum, el cual es capaz de discriminar mediante
PCR e Indels (insercion o delecion) entre cepas patogénicas a nivel de razas fisioldgicas. Por
ejemplo, SIX1a esta presente en cepas de R4 y R4T y se pueden diferenciar mediante un Indel en
los nucledtidos 561-565 (GG presente en R4T/CC presente en R4). SIX8 es especifico de R4ST,
mientras que SIX6 es especifico de R1, lo que convierte a este perfil de genes SIX en una
herramienta de diagndstico eficiente para identificar cepas fitopatogénicas de Foc en musdaceas
(Carvalhais et al., 2019).

Es importante mencionar que la mayoria de los protocolos y primers, han sido disefiados para la
deteccion del patdgeno en plantas de musaceas sintomaticas, por esta razén en algunos casos
pueden observarse falsos positivos con fusarium de otros hospederos y en plantas asintomaticas
(Magdama et al., 2019), nuevos métodos basados en PCR digital estan siendo utilizados para
detectar el patégeno en plantas asintomaticas, pero aun requieren validacién en diferentes tipos
de muestras y ambientes (Lovera et al., 2023). Otros métodos de diagndstico desarrollados en los
ultimos afios estan basados en PCR, pero basicamente usando las mismas regiones descritas
anteriormente.

En la deteccidn/diagndstico de patogenos, las técnicas moleculares han permitido una reduccion
de los tiempos para conocer el resultado, ademds dichas técnicas, presentan una alta
especificidad y mayor certeza en la determinacién de un amplio nimero de patologias que
afectan tanto animales como plantas. El diagnéstico molecular permite la deteccién rapida de
RAT, que se puede utilizar para la vigilancia y contencién, permitiendo un manejo oportuno para
evitar la propagacion del patégeno a otros monocultivos de Cavendish.

En este estudio, se realizd una seleccion de marcadores previamente reportados en la literatura
(Tabla 1), que fueron disefiados para ser especificos en la identificacién de Foc R4T mediante las
técnicas de PCR convencional o en tiempo real (qPCR). Inicialmente, se pusieron a punto cada uno
de los juegos de cebadores en el laboratorio seleccionado como referencia en la regién, la
Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria — Agrosavia. Luego, se enviaron muestras
de ADN de RAT a las siguientes instituciones para ser usados como controles en la estandarizacion
de los métodos de deteccion: Instituto de Innovacion Agropecuaria de Panama (IDIAP), Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Ecuador (INIAP), Instituto Nicaragliense de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Instituto Dominicano de Investigaciones Agropecuarias y
Forestales (IDIAF) y el Instituto Nacional de Innovacidon y Transferencia en Tecnologia
Agropecuaria de Costa Rica (INTA). Por ultimo, cada una de las instituciones realizo el proceso de
estandarizacion de la deteccién de RAT usando sus propios reactivos, consumibles y equipos de
laboratorio.



Tabla 1. Marcadores moleculares reportados en la literatura para la deteccidn de Foc y R4T los
cuales fueron seleccionados para estandarizacion de protocolos de diagndstico en este estudio.

Cebadores Técnica Referencias
W2987-F/W2897-R PCR Li et al. 2013; Magdama et al. 2019
Foc TR4-F/TR4-R PCR Dita et al. 2010
TR4-F2/TR4 R1 PCR Maymon et al. 2020
RT_13.16_F2.5/RT_13.16_R2.5 PCRygPCR  Matthews et al. 2020
VCG01213/16F1_ /VCG01213/16 R2 PCR Lietal. 2013
Foc-1/Foc-2 PCR Lin et al. 2013
SIX1a_266-F/SIX1a_266 PCR Carvalhais et al. 2019




RESULTADOS

Como parte de un proceso de levantamiento de la linea base en cada una de las instituciones
asociadas al estudio, se determind que, con excepcién de INIAP de Ecuador, las demas
instituciones carecian de metodologias optimizadas para la deteccién de RAT por PCR, en la
mayoria de los casos contaban con un kit comercial para la deteccidon de R4T, el cual en general
aplicaban sin identificar correctamente los pasos e implicaciones del protocolo. Es importante
mencionar que los aliados en este proyecto corresponden a institutos de investigacién y no a
ONPFs (Organizacion Nacional de Proteccidn Fitosanitaria) y que, por lo tanto, las ONPFs podrian
tener optimizadas técnicas de PCR y PCR cuantitativa. En general, de acuerdo legislacidn de cada
uno de los paises que hacen parte de este estudio, los laboratorios de institutos de investigaciéon
agropecuaria estan habilitados para apoyar en procesos de diagndstico con R4T en caso de que
ingrese al pais, en el momento en el que el nimero de muestras procesadas por la respectiva
ONPF sobrepase su capacidad de andlisis. Por tal razén, es importante las instituciones de
investigacion como INIAP, INTA, IDIAF e INTA Costa Rica, optimicen metodologias para deteccién
molecular de R4T.

En el laboratorio seleccionado como referencia en la region (Agrosavia) se realizé la validacién y
optimizacién de tecnologias basadas en PCR para la deteccidon de RAT (Tabla 1 y Figura 1), todos
los marcadores moleculares evaluados por PCR convencional y qPCR fueron especificos para R4T,
comparando con Foc R1. Adicionalmente, se usaron algunos ADNs control, entre ellos, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) raza 1 (R1), F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol59), Verticillium
dahliae (VdR2) y F. oxysporum f. sp. physali (MAP5) y F. solani (F.sol). No se observaron
amplificaciones en los ADN usados como control negativo (Figura 1). Por otra parte, el conjunto
de cebadores RT_13.16_F2.5/RT_13.16_R2.5 (Matthews et al., 2020), se evaluaron por qPCR.
Para este marcador, se optimizaron las condiciones de PCR, especificidad de los cebadores
(temperatura melting) y especificidad sobre ADNs control foraneos (Figura 1). Finalmente, desde
Agrosavia se compartieron todos los protocolos y condiciones experimentales con los institutos
de investigacion de la region mencionados anteriormente para que usando sus propios reactivos
y equipos de laboratorio evaluaran el desempefio de los marcadores usados para la deteccién por
PCR de R4T.
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Figura 1. Marcadores moleculares especificos para R4T, comparando con R1 y otros
microorganismos entre ellos, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol59), Verticillium dahliae
(VdR2) y Fusarium oxysporum f. sp. physali (MAPS5).



Como parte de la estrategia para estandarizar en cada pais metodologias para la deteccion
molecular de R4T, representantes de cada una de las instituciones mencionadas anteriormente
compartieron experiencias tedrico-practicas sobre temdticas como diagndstico y epidemiologia
asociadas a Foc R4T (Figura 2). Durante el desarrollo del taller tedrico-practico, los asistentes
conocieron de primera mano y se entrenaron en el uso de los protocolos para la deteccién
molecular de R4T (presentados en la Figura 1). En el Anexo 1.1 Se describen los protocolos que
fueron entregados y validados entre paises y que posteriormente serdn la base para la
estructuracién de un manual de laboratorio para la deteccidn de Foc R4T.
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Figura 2. Taller tedrico-practico sobre diagndstico y epidemiologia en Foc RAT realizado en las
instalaciones de Agrosavia-Tibaitata, Colombia. Funcionarios de instituciones como INIAP, INTA,
IDIAF, INTA Costa Rica, ICA y Agrosavia compartieron experiencias en métodos moleculares para
la deteccidn del patégeno.

Una vez compartidos los conocimientos, experiencias, protocolos y controles de ADN para la
deteccion molecular de R4T con las instituciones de investigacion ejecutoras de cada pais, dichas
instituciones iniciaron en sus laboratorios los procesos de estandarizacion de deteccién por PCR
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de R4T usando sus propios reactivos, consumibles y equipos de laboratorio. Los resultados de
estandarizacion de deteccidon molecular para R4T se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. Marcadores moleculares reportados en la literatura para la deteccion de Foc y R4T. Se
muestran las bandas de amplificacidon por PCR convencional con tamafios esperados segun cada
marcador molecular. Los protocolos y condiciones PCR fueron optimizados en cada laboratorio
de instituciones de investigacidn ejecutoras de cada pais de forma individual. [A] INTA, Nicaragua;
[B] IDIAP, Panama3; [C] INTA, Costa Rica;
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Continuacion Figura 3. Marcadores moleculares reportados en la literatura para la deteccién de
Focy RAT. Se muestran las bandas de amplificaciéon por PCR convencional con tamafios esperados
segln cada marcador molecular. Los protocolos y condiciones PCR fueron optimizados en cada
laboratorio de instituciones de investigacién ejecutoras de cada pais de forma individual. [D]
IDIAF, Republica Dominicana; [E] INIAP, Ecuador.

Cada una de las instituciones logré estandarizar por lo menos dos técnicas de deteccidon de R4T
basadas en PCR. Es importante resaltar que los protocolos de deteccidén fueron optimizados con
los reactivos a los cuales cada institucidon tenia acceso comercial (Tabla 2). Este resultado es de
gran interés, puesto que para América Latina y el Caribe los proveedores locales no pueden
asegurar en todos los casos que se adquieran los mismos reactivos con los que fueron reportados
los marcadores moleculares para R4T en las publicaciones originales.

Debe destacarse que con dos las instituciones asociadas al proyecto especificamente con
Agrocalidad de Ecuador e INIA de Peru se desarrolld un proceso de capacitacion similar a los
desarrollados con las entidades ejecutoras y también se les entregd controles positivos del
patdgeno lo que permitid aumentar el nimero de instituciones que desarrollaron el proceso de
validacién de la metodologia de diagnéstico.
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Tabla 2. Métodos estandarizados de deteccidn por PCR de R4T usando los reactivos accesibles de
acuerdo con proveedores locales en cada pais

Institucién Técnica Marcador molecular Reactivo y marca
INTA, Nicaragua PCR convencional FocTR4, W2987, DreamTaqg PCR Master Mix (2X) -
RT1316 Thermo Fisher Scientific
IDIAP, Panama PCR convencional FocTR4, W2987, Taq DNA Polymerase (5U/uL) —
RT1316 Omega Bio-tek
INTA, Costa Rica PCR convencional W2987, RT1316 DreamTaqg PCR Master Mix (2X) -

Thermo Fisher Scientific

IDIAF, Republica PCR convencional FocTR4, W2987 GoTaq Green Master Mix -
Dominicana Promega
IDIAP, Ecuador PCR convencional Foc-1/Foc-2, FocTR4, Invitrogen Taq DNA Polymerase -
w2987 Thermo Fisher Scientific
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La coordinacion acertada y dindmica entre instituciones de paises en América Latina y el Caribe
potencia la capacidad de preparacion y reaccién frente a emergencias fitosanitarias. En estudio,
producto de un esfuerzo coordinado entre instituciones de investigacion en Colombia, Panam3,
Nicaragua, Costa Rica, Republica Dominicana y Ecuador se logrd la estandarizacion de diferentes
metodologias basadas en PCR para el diagndstico de Foc RAT. Adicionalmente, se compartieron
experiencias de investigacidn a nivel tedrico-practico y se estrecharon lazos de colaboracién entre
instituciones.

Finalmente, en las discusiones realizadas entre instituciones asociadas se resalto la necesidad de
avanzar en la estandarizacidon de metodologias que permitan una completa caracterizacion de Foc
RAT en caso de ingreso a un nuevo pais de la region, entre ellas, secuenciacién completa de
genomas y métodos moleculares capaces de detectar Foc R4T en muestras complejas como aguas
y suelos, con el fin de estar preparados para desarrollar actividades de vigilancia y estudios
epidemioldgicos en cada pais.
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