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RESUMEN

El marchitamiento del banano, causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical
4 es una amenaza devastadora para la industria global del banano al incidir en el cultivar comercial
Cavendish y otras variedades de banano. Ecuador, uno de los principales exportadores mundiales, esta
constantemente expuesto a esta amenaza debido a la presencia del patdégeno en paises vecinos. La
deteccion temprana es crucial para contener la propagacion y mitigar las pérdidas econémicas. En este
contexto, este trabajo se propuso validar un protocolo de identificacion molecular mediante PCR,
empleando primers especificos para Foc TR4. Primero se realiz6 la identificacién por morfologia del
aislado y para confirmar la identidad de F. oxysporum mediante BLAST se usaron los primers ITS y
TEF. La identificacion molecular por PCR se hizo con los primers W106, los cuales asisten en la
identificacion de F. oxysporum entre otras especies de Fusarium. Para identificar a Foc TR4 se usaron
los primers W2987 y FocTR4. La fiabilidad del protocolo se estableci6 al evaluar la especificidad de
los primers con ADN de otros aislados de Fusarium provenientes de banano y otros hospederos. Se
demostrd que los primers W2987 y FocTR4 son altamente especificos, amplificando Unicamente
muestras de Foc Raza 4 tropical, lo que los convierte en herramientas eficaces para la deteccion

temprana del patégeno.

Palabras clave: Foc TR4, marchitamiento del banano, PCR, protocolo, primers especificos.



ABSTRACT

Banana wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race 4 poses a
devastating threat to the global banana industry, affecting the Cavendish cultivar and other
banana varieties. Ecuador, one of the main global exporters, is continuously exposed to this
threat due to the presence of the pathogen in neighboring countries. Early detection is crucial
to contain the propagation and mitigate economic losses. In this context, this study aimed to
validate a molecular identification protocol using PCR, employing specific primers for Foc
TRA4. Initially, morphological identification of the isolate was conducted and primers ITS and
TEF were used to confirm the identity of F. oxysporum through BLAST. The identification
through molecular PCR was performed using W106 primers, which identify F. oxysporum
between other species of Fusarium. To identify Foc TR4 primers W2987 and FocTR4 were
utilized. The reliability of the protocol was established by evaluating primer specificity with
DNA from other Fusarium isolates. It was demonstrated that W2987 and FocTR4 primers are
highly specific, amplifying only samples of tropical Foc Race 4, making them effective tools

for early detection of the pathogen.

Key words: Foc TR4, wilt of banana, PCR, protocol, specific primers.
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INTRODUCCION

El banano es una musacea comestible considerado un alimento esencial para mas de 400
millones de personas en todo el mundo debido a su valor nutricional y econémico (Martinez et
al., 2023). Ademas, este alimento es uno de los méas consumidos e importantes del mundo y se
cultiva en méas de 135 naciones de las regiones tropicales y subtropicales. Sin embargo, segun
Magdama et al., (2020) las enfermedades son una gran limitacion en la producciéon de banana
para la exportacion y el mercado nacional. La enfermedad mas amenazante para la industria, a
nivel mundial, es el marchitamiento del banano por Fusarium, causada por el hongo del suelo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). La infeccién empieza por las raices y avanza hasta
obstruir los conductos xilematicos de la planta lo que eventualmente causa su muerte (Kai-li et
al., 2019). Ademas, la diseminacion del patdgeno es acelerada en areas infectadas y, se da por
medio de tejidos, en el agua, el salpique de la lluvia, por herramientas contaminadas, particulas
del suelo del calzado, entre otras vias. Hasta ahora, no existen métodos eficaces para controlar la
propagacion del patégeno en campos infectados (Kai-li et al., 2019). Martinez et al., (2023)
describe que las clamidosporas de Foc tienen la capacidad de adaptarse a condiciones extremas y
sobrevivir en el suelo durante mas de veinte afios en ausencia de hospederos, sin control efectivo,
por lo que estas tierras infectadas no se pueden usar y cambia de manera dréastica la produccion,

dejando consecuencias devastadoras.

Como sefiala Kai-li et al., (2019), actualmente hay cuatro razas establecidas de Foc.
Estas son subdivisiones basadas en la capacidad del hongo para infectar a un grupo especifico de
las variedades de plantas de banano. Foc Raza 1 es la variedad causante de la desaparicion del

banano ”Gros Michel”, que se usaba en la industria de exportacion en América Central y del Sur
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hasta finales de 1950. La marchitez vascular por este patdégeno destruyé miles de hectareas de
plantaciones, lo que causd pérdidas millonarias y la desaparicion de esta variedad. Fue
remplazado por clones resistentes a Foc Raza 1, en su mayoria el banano de variedad Cavendish.
Por otro lado, Foc Raza 2 ataca a Musa "Bluggoe™ y Raza 3 ataca a Heliconia spp. Por ultimo,
Foc Raza 4 esté dividida en tropical y subtropical, pero la de mayor preocupacion es Foc Raza 4
tropical; debido a que es altamente virulenta y es considerada la amenaza mas letal para
cultivares comerciales del sub-grupo Cavendish, que representan aproximadamente el 45% de la
produccién bananera global, ademéas puede afectar a cultivares susceptibles a Raza 1 y Raza 2

(Ploetz, 2015).

Magdama et al., (2020) reporta una clasificacion adicional cominmente utilizada para los
hongos que causan la marchitez por Fusarium, la cual se basa en la compatibilidad vegetativa.
Las cepas se clasifican en un mismo grupo de compatibilidad vegetativa (VCG) cuando son
capaces de anastomosarse y formar un heterocarion estable entre si. Esto les permite a las cepas
de hongos intercambiar material genético y contribuye a la variabilidad genética dentro de la

poblacién de hongos, por lo que varios VCGs pueden estar asociados con la misma raza.

La aparicion de Foc TR4 se remonta en 1990 en el sudeste asiatico y se ha extendido por
todos los continentes, recientemente a América del Sur. En 2019 se reportd su aparicion en
Colombia, 2021 en Peru, donde se encontr6 ocho variedades diferentes de banano y platano
afectadas por marchitamiento por Fusarium, lo que indica la posible existencia de mas de un
grupo de compatibilidad vegetativa de Foc y, en 2023 se encontr6 en Venezuela (Martinez et al.,
2023). Esto representa una amenaza constante para Ecuador, colocandolo en una situacion de

continua vulnerabilidad, debido a que, gran parte de la economia ecuatoriana depende de la
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exportacion de banana, siendo el primer exportador de banano a nivel mundial y representando el
26% de las exportaciones mundiales, ademas, la industria bananera, la producciéon y la
exportacion generan trabajo para mas de un millén de familias ecuatorianas (Magdama et al.,

2020).

Entre las estrategias para combatir este agente patdgeno se encuentran la identificacion
temprana del patdgeno para evitar su dispersion, asi como el aislamiento de la finca y la
eliminacién mediante incineracion de las plantas infectadas , también las que se encuentren en un
radio de aproximadamente 10 centimetros alrededor (Senasica, 2023). Ademas, es fundamental
implementar medidas preventivas como la vigilancia epidemioldgica fitosanitaria en zonas de
cultivo, evitar el traslado de plantas enfermas y no desecharlas en sistemas de riego y drenaje,
utilizar herramientas exclusivas en cada finca, entre otras recomendaciones proporcionadas por

Senasica (2023).

Entre los métodos de deteccion disponibles se encuentran las pruebas de patogenicidad,
secuenciamiento, RFLP, LAMP, identificacion morfoldgica y de estructuras reproductivas
asexuales, sin embargo, estos métodos, por si solos, no son eficientes (Senasica, 2023). Por otra
parte, existe otro método, la deteccion molecular por PCR, usando primers especificos, el cual es
considerado el mas eficiente en cuanto a diagnostico de patdgenos, y ademas es altamente
especifico y rapido (Kai-li et al., 2019). Por tal motivo, y considerando la importancia de la
deteccidn temprana de Fusarium oxysporum en banano, se planteé como objetivo de este trabajo
la estandarizacion de un protocolo para la identificacion molecular por PCR, que sea preciso y
confiable, para detectar Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4 (Foc TR4), usando
primers especificos y validando dicho protocolo establecido con distintos aislados de Fusarium

presentes en el laboratorio.
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METODOS

1. Recoleccion de muestras de plantas infectadas

Se recolectaron muestras de plantas infectadas de la variedad Manzano (variedad susceptible
a Raza 1 y Raza 4), que presentaban sintomatologia de marchitez en sus hojas, de la finca Dole
en la provincia del Guayas . Estas muestras fueron trasladadas al laboratorio de biotecnologia

agricola y de alimentos de la USFQ, donde se realiz6 el aislamiento del hongo.

2. Aislamiento del hongo patdgeno Fusarium

Para el aislamiento del hongo, se hizo la esterilizacion de las muestras en base al protocolo
de Dhingra and Sinclair (1985). En primer lugar, se cort6 tejido de las hojas que presentan
sintomatologia de tamafio 1 mm x 1 mm. A estos pedazos se los sumergié en solucion de
hipoclorito de sodio del 1.5% por 1 minuto, después se hizo un lavado por 1 minuto con alcohol
al 70%. Finalmente se hizo 3 lavados consecutivos con agua destilada estéril. Los tejidos se
secaron en papel toalla esterilizado para luego ser cultivados en medio PDA (Agar de Dextrosa
de Patata — Difco) con el antibidtico gentamicina (0.05 g/l). Para preparar el medio PDA se
siguio las instrucciones provistas por el fabricante. Se incubé por 7 dias a 28 °C en la incubadora
(Shell Lab). Después de 7 dias, se hizo un pase de la cepa aislada a un nuevo medio de PDA con

antibidtico, hasta que se obtuvo un cultivo puro.

3. Caracterizacion macroscopica y microscopica del patdgeno

Primero se hizo la identificacion morfoldgica del hongo en base a la forma y color del
micelio y la caracterizacion morfoldgica de las macro y microconidias (Hlaiem et al., 2021). Para
tomar una muestra del hongo, se uso cinta adhesiva transparente, luego se coloc6 junto con una

gota de azul de metileno en un portaobjetos de vidrio. La muestra se observo en un microscopio



14

Leica DM750 en lente de 40X y 100X y se tomaron fotos para comparar con las caracteristicas

reportadas en el articulo de Hlaiem et al., (2021).

4. ldentificacion molecular

Para la extraccion del material genético del hongo se empled el kit de extraccion Power Soil
Kit DNA de Qiagen, y se siguié el protocolo establecido por el fabricante. La region ITS
(Internal  Transcribed  Spacer) se amplifico wusando los primers ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS5 (5'- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') (White
et al., 1990). La region TEF1a (Elongation factor 1 alpha) se amplifico usando los primers EF -1
(5'-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3) y EF-2 (5-GGARGTACCAGTSATCATGTT-3)
(O'Donnell et al, 1998). La PCR se realizé en el termociclador LABNET MULTIGENE. El
programa utilizado para amplificar los primers ITS se realizd bajo los siguientes parametros:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a
94°C durante 45 segundos, hibridacion a 52°C durante 30 segundos, extension a 72°C durante 45
segundos y una extension final a 72°C durante 15 minutos. Por otro lado, el programa de PCR
amplificado de TEF1a fue: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion a 55°C durante 2 minutos,
extension a 72°C durante 2 minutos y una extension final a 72°C durante 10 minutos. Los
productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 2% después de electroforesis a 100V por
30 minutos. Los amplicones obtenidos fueron secuenciados por MACROGEN en Corea
utilizando el método de Sanger. Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron comparadas
mediante la herramienta NCBI BLAST (Busqueda Local de Alineamientos y Secuencias de

Proteinas) del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica.

5. Estandarizacion de PCR con primers especificos
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Primero, para identificar a Fusarium oxysporum se usO los primers WI106F (5°-
GCAGTCGTACGTCATCGACC-3’) y WI06R (5-CCATGGCAGATGGCGAGTCA-3’)
reportados en Kai-li, et al., (2019). El programa de amplificacion se estandarizO mediante
gradiente de temperatura y se realizé bajo los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a
94°C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos,
hibridacion a 58°C durante 40 segundos, extension a 72°C durante 1 minuto y una extension
final a 72°C durante 5 minutos. Luego, para determinar si la muestra es Fusarium oxysporum
Raza 4 tropical (Foc TR4) se prob6 3 pares de primers los cuales fueron: los primers
SIXla 266 F (5~ GTGACCAGAACTTGCCCACA-3") vy  SIXla 266 R  (5-
CTTTGATAAGCACCATCAA-3’) (Carvalhais et al., 2019), los primers W2987F (5°-
TGCCGAGAACCACTGACAA-3’) y W2987R (5’-GCCGATGTCTTCGTCAGGTA-3) (Li et
al., 2012), y los primers FocTR4F (5’-CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG-3’) y FocTR4R (5°-
GCCAGGACTGCCTCGTGA-3’) (Dita et al., 2010). Los tres 3 pares de primers fueron
amplificados utilizando los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, hibridacion a
55°C durante 15 segundos, extensién a 72°C durante 10 segundos y extension final a 72°C
durante 5 minutos. Para ambos productos de PCR, la electroforesis se corrié a 100V durante 40

minutos en un gel de agarosa al 2%.

6. Validacion de protocolo y primers especificos

La validacion del protocolo consiste en probar los primers estandarizados con otros aislados
de Fusarium para confirmar su especificidad. En la Tabla 1 se describen los aislados utilizados
para dicha validacion, donde se muestra, el hospedero del aislado, la identificacion microscopica

y molecular de cada uno, y la especie, en caso de conocerla.
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RESULTADOS

Caracterizacion morfoldgica y microscopica del patogeno

La identificacion se hizo en base a la morfologia de las colonias y observacion
microscoépica de conidias despues de 7 dias de incubacion. El aislamiento fue a partir de hojas
que presentaban sintomatologia y se obtuvo un solo aislado. En medio PDA, el micelio es de
apariencia algodonosa y abundante, color blanquecino con tonos violeta pélido (Figura lay 1b).
En el identificacion morfoldgica se encontré que las macroconidias tienen forma de hoz o casi
rectas, con paredes delgadas, presentan entre 3 a 5 septos que miden entre 27 a 55 um de largo y
3.3 a 5.5 um de ancho (Figura 1c). Por otro lado, las microconidias no tienen septos, miden
entre 6 a 16 um de largo y entre 2.4 a 3.5 um de ancho y pueden ser ovalados, elipticos o

reniformes (Figura 1d) (Hlaiem et al., 2021).

Identificacion molecular del patégeno

Ya aislada la cepa, se etiquetd como F1, y se confirmo la identidad de la especie mediante
el andlisis de secuencias de ADN de las regiones ITS y TEF. En la base de datos BLAST, se
determind que el aislado es Fusarium oxysporum con un porcentaje de identidad del 99 al 100%

como se muestra en la Tabla 2.

Estandarizacion de primers especificos

Una vez ya caracterizada la cepa, sigue la estandarizacion de primers mediante PCR. Se
estandarizo el protocolo de amplificacidn para los primers W106 ya que el reportado en Kai-li, et
al., (2019) no dio resultados déptimos, presentando inespecificidad en los fragmentos. La

modificacion se realiz6 con gradientes de temperatura en la temperatura de hibridacién y se varid
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el nimero de ciclos, obteniendo como 6ptimo la temperatura de hibridacion de 58°C durante 40
segundos y 40 ciclos. En la Figura 2 se ve la optimizacién del primer W106, la cual no presenta
inespecificidad y se ve un fragmento claro a 58°C. Ya estandarizado el protocolo, se realizé la
amplificacion de la region ITS, utilizando como control un hongo distinto al género Fusarium, el
cual fue previamente identificado molecularmente como Clonostachys rosea. El pocillo
etiquetado como B (Blanco) corresponde a una muestra sin ADN. Posteriormente, con estas
mismas muestras se hizo la PCR con los primers W106 para determinar si es Fusarium
oxysporum. un fragmento de 729 pb indica un resultado positivo para la muestra F1 como se

observa en la Figura 3.

Para determinar si la muestra es Foc TR4 se evaluaron los primers. SIX1, W2987 y
FocTRA4. Se obtuvo ADN de Foc TR4 (etiquetado como TR4) como un control provisto por el
CIBE (Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador). En la Figura 4a se observa que
los primers W2987 y FocTR4 solo amplifican la muestra TR4 que es el ADN de raza 4 tropical y
discrimina la muestra F1 que es Foc Raza 1. Para los primers W2987 se observa un fragmento de
452 pb mientras que los primers FOCTR4 presentan un fragmento de 463pb. En la Figura 4b se
observa que los primers Sixla no amplifico la muestra correspondiente, por lo tanto, se

descartaron del ensayo.

Validacion de protocolo y primers especificos

Para la validacion de primers se usaron diversas muestras de ADN de Fusarium descritas
en la Tabla 1. Siguiendo el protocolo, se realiz6 la amplificacion con primers ITS4 y 5 para
todas las muestras (Figura 5a), con la finalidad de confirmar que todas las muestras contengan
ADN de hongo y que este ADN esté en Optimas condiciones para las PCRs. Todas las muestras

amplificaron un fragmento de 522 pb. Luego se identificé si las muestras son F. oxysporum con
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los primer W106, donde se obtiene un fragmento de 729 pb para todas las muestras a excepcion
de la muestra 4.2b (Figura 5b) que fue previamente identificada molecularmente como
Fusarium concentricum (Barriga, 2020). Por ultimo, en los protocolos para identificar Foc raza 4
tropical se observo que, tanto con los primers W2987, y con los primers FocTR4, no hubo

amplificacion en ninguna de las muestras, a excepcion del control TR4 (Figura 5¢c y 5d).
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DISCUSION

El hongo de suelo Fusarium oxysporum f. sp cubense fue aislado a partir de hojas de planta
de banano variedad Manzano que presentaban sintomatologia de marchitez. En base a los
criterios morfolégicos macroscopicos y microscopicos que se observa en la Figura 1, el aislado
F1 se identifico como Fusarium sp., al tener resultados consistentes con las caracteristicas que se
reportan en Hlaiem et al., (2021). Ademaés, la amplificacion de la regién conservada ITS con los
primers ITS4 y 5y la region TEFla usando los primers EF -1 y EF-2, permitid distinguir la
especie aislada. De acuerdo con Nailis et al., (2006) estos genes se usan como genes de
referencia para la identificacién de hongos porque estan involucrados en las funciones celulares
basicas y se expresan de manera constitutiva en diferentes fases del ciclo de vida fungico. Es
importante recalcar que los genes utilizados dependen de cada organismo en estudio (Bohle et
al., 2007). Las secuencias obtenidas fueron comparadas utilizando la herramienta BLAST del
NCBI donde se confirm6 que la muestra F1 es Fusarium oxysporum con un porcentaje de

identidad del 99 al 100%, lo cual nos da una buena referencia de qué especie se tiene.

Para identificar a F. oxysporum mediante PCR se uso los primers W106, reportados por Kai-
li et al. (2019), para amplificar la region genética asociada con la biosintesis de fumonisinas.
Segun Mionetto (2017) estas son un grupo de micotoxinas producidas Unicamente por hongos
del género Fusarium, lo que las convierte en una herramienta poderosa para la identificacion de
F. oxysporum. El programa de amplificacion de este par de primers se encuentra reportado en
Kai-li et al., (2019), sin embargo, no se obtuvo resultados adecuados por lo que se modifico la
temperatura de hibridizacion original (52°C) y el nimero de ciclos del protocolo (30 ciclos). Se
ajustd la temperatura de hibridacion teniendo en cuenta la investigacion de Obradovic et al.

(2013), quienes sefialan que este parametro es crucial para optimizar la PCR. Por lo general,
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estas temperaturas se sitGan entre 50-60°C. Incluso pequefias desviaciones de 1-2°C pueden
influir en la especificidad de la reaccion, haciendo que temperaturas demasiado bajas pueden
propiciar amplificaciones no especificas y temperaturas mas altas pueden evitar la hibridacion de
manera efectiva. Por lo tanto, se exploraron diferentes gradientes de temperatura, que variaron
desde los 50°C hasta las 63°C. En la Figura 2 se muestra el gradiente de temperatura donde se
identifico la temperatura Optima de hibridacion, establecida en 58°C, en esta temperatura no se
observaron fragmentos inespecificos y se obtuvo un amplicon del tamafio esperado de 729 pb.
Ademas, se evaluo el nimero de ciclos desde 30 a 40 ciclos y se encontrd el numero 6ptimo de

ciclos (40 ciclos), mientras que el resto del protocolo mantuvo las condiciones reportadas.

Una vez estandarizado el protocolo de amplificacion, se realizé una PCR con la muestra F1y
se afiadi6 un ADN control que no pertenezca al género de Fusarium, con el objetivo de
demostrar la especificidad de los primers para distinguir F. oxysporum de otros hongos. Este
ADN pertenece a un hongo del suelo conocido como Clonostachys rosea, el cual fue
previamente identificado (Barriga, 2020). Se empled BLAST verificar que no ocurra hibridacion
de los primers con C. rosea. Se observo que los primers no presentan complementariedad con la
secuencia genomica de C. rosea, lo que sugiere que no habria interaccion especifica entre los
primers y este organismo fangico. Como se observa en la Figura 3, tanto el ADN del Fusarium
F1, como el ADN control de C. rosea, amplifican con los primers ITS obteniendo un fragmento
de 522 pb, ya que ambos tienen la regién conservada ITS, que se encuentra en todos los hongos
(White et al., 1990). La observacion de esta amplificacién nos indica que el ADN esté integro y
que todos los reactivos de la PCR funcionan correctamente. Por otro lado, con los primers W106
se obtiene solo un fragmento de 729 pb para la muestra F1 y se puede determinar que la muestra

si es F. oxysporum. Estos primers funcionan adecuadamente porque no amplifican otros hongos
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como C. rosea. Por esta razon, los andlisis morfoldgicos y moleculares determinaron que la

marchitez de las plantas de banano recolectadas es causada por F. oxysporum.

Para la identificacién de Foc Raza 4 tropical se evaluaron los primers W2987 (Li et al.,
2012), FocTR4 (Dita et al., 2010) y Six1a (Carvalhais et al., 2019). En la Figura 4 a) se observa
la PCR para los primers W2987 y FocTR4 donde solo amplifican la muestra TR4 y no amplifica
la muestra F1. La muestra F1 fue identificada en el laboratorio de biotecnologia agricola y de
alimentos de la USFQ mediante ensayos de patogenicidad como Foc Raza 1, por ende, ambos
primers son precisos para discriminar entre Raza 1 y Raza 4. En la Figura 5 b) se observa la
PCR con los primers Six1, donde no hubo amplificacion, por lo que se descartan del protocolo.
Los primers Six1 se reportaron en el estudio de Carvalhais et al., (2019) donde se describen
como proteinas efectoras del xilema secretado (SIX), porque promueven la colonizacion del
patdgeno y contribuyen al avance de la enfermedad. En Carvalhais et al., (2019) se emplearon
para detectar VCGs y razas relevantes de Foc en banano, evaluando la variacidn de secuencias en
los genes SIX. Sin embargo, Magdama et al., (2020) reporta varias limitaciones en el uso de los
VCGs para respaldar las clasificaciones de razas debido a que varios VCGs pueden estar
asociados con la misma raza, lo que sugiere una complejidad en las relaciones evolutivas que no
puede ser completamente considerada mediante esta metodologia. En este contexto, una
explicacion plausible de por qué los primers SIX1a no amplificaron con la muestra TR4 podria

ser la diversidad genética significativa del patégeno.

En la Figura 5 se observa las PCRs para la validacion de primers con aislados de Fusarium
descritos en la Tabla 1, los cuales fueron obtenidos de diferentes huespedes y diferentes tejidos.
El fin de esta seccidn es validar que los primers puedan discriminar entre especies y Razas de

Fusarium, de otros aislados. Siguiendo el protocolo, la Figura 5 a) muestra la amplificacion de
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todos los aislados con primers ITS, obteniendo un fragmento de 522 pb. Estos resultados son los
esperados ya que la region ITS es conservada en hongos (White et al., 1990). En la Figura 5 b)
se usan los primers W106 para distinguir a F. oxysporum. Todas las muestras tienen un resultado
positivo con un fragmento de 729 pb a excepcion de la muestra 4.2b. Esta muestra ya ha sido
identificada molecularmente como F. concentricum, como se reporta en la Tabla 1. Ademas, se
tiene un control positivo que es la muestra H2 que fue identificada molecularmente como F.
oxysporum. En base a esta evidencia, los primers W106 son especificos y confiables para

distinguir a F. oxysporum.

Finalmente, la Figura 5 c) indica la PCR con los primers W2987, donde podemos observar
que solo la muestra TR4 amplifica el fragmento esperado de 452 pb. Estos primers fueron
descritos en Li et al., (2012) y Agrocalidad (2020) los usa en su protocolo de deteccién por PCR.
La region blanco de estos primers es un gen para proteinas hipotéticas, que es una regién
presumiblemente relacionada con la virulencia (Magdama et al., 2020). La fiabilidad de estos
primers se valido al emplear diversas muestras de ADN de Fusarium, donde Unicamente la
muestra TR4 exhibié un resultado positivo al amplificar el fragmento esperado. En la Figura 5
d) se observa los resultados de amplificacién con lo primers Foc TR4, primers que fueron
descritos en Dita et al., (2012) y Agrocalidad (2020) tambien los implementa en su protocolo de
deteccidn. La region blanco es Inter-genic Spacer (IGS) del operdn ribosomal. La especificidad
de los primers es validada al no amplificar ninguna muestra solo la TR4 dando un fragmento
claro de 463 pb. Por todo lo expuesto, se determind que ambos primers son (tiles para un
protocolo de deteccion temprana de Foc TR4 al proporcionar resultados rapidos y confiables en

cuanto a su especificidad.
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CONCLUSIONES

Fusarium oxysporum cubense Raza 4 tropical es un patdgeno del suelo que al infectar
plantas de banano y dispersarse deja consecuencias devastadoras. Dada su importancia y reciente
dispersion en los paises vecinos, es crucial para Ecuador contar con un método de identificacion
rapido, preciso y confiable, como la deteccion molecular por PCR, para el confinamiento de las

tierras afectadas y evitar la dispersion del patogeno.

En este proyecto se logrd identificar las caracteristicas morfoldgicas y microscopicas de
F. oxysporum. Se estandariz6 un protocolo efectivo para poder distinguir Fusarium oxysporum
de otros aislados de Fusarium, mediante la técnica de PCR, utilizando los primers W106, donde
se alcanz6 mejores resultados modificando la temperatura de hibridacion a 58°C y subiendo a 40

ciclos, obteniendo un fragmento de729 pb.

Finalmente, para identificar la variante Foc TR4 se ha validado la especificidad de los
primers W2987 y FocTR4, evidenciando que estos primers son capaces de distinguir

exclusivamente esta Raza al ser probados con ADN de otras especies de Fusarium.
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Muestras de Fusarium en diferentes hospederos para la validacion de primers

Muestra  Huésped vegetal Tejido
F1 Musa acuminata Hoja
4.2b Rubus niveus Hoja
21.1b Rubus niveus Hoja
4.3b Rubus niveus Hoja
H2 Hylocereus monacanthus  Fruto
M5H1.2  Selenicereus triangularis = Fruto
3.1V Gypsophila xlence Tallo
J Solanum lycopersicum Tallo
TR4 Musa acuminata Hoja
Tabla #2.

Identificacion
Microscépica y molecular

Microscopica y molecular
Microscopica
Microscopica
Microscopica y molecular
Microscopica
Microscopica

Microscopica

Microscépica y molecular.
Control provisto por el
CIBE

Identificacion molecular con primers ITS y TEFla mediante BLAST

Muestra Nombre

cientifico
F1 Fusarium ITS 522 pb
oxysporum TEF 275 pb

Fuente: Nucleotide BLAST, 2024

Region Tamafio

Especie fungica
Fusarium oxysporum

Fusarium concentricum

Fusarium

Fusarium

Fusarium oxysporum

Fusarium

Fusarium

Fusarium

Fusarium  oxysporum
Raza 4 tropical

Query Valor % ldentidad Genbank
cover E

100% 0.0 100% KU729045.1
99% 1e-136  99.63% MN386739.1
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FIGURAS

c)
Figura #1. Caracterizacidon morfoldgica y microscopica de Fusarium oxysporum. En la

figura a) se observa la parte frontal del micelio, en b) se observa la parte posterior del micelio.
En la figura c) la flecha sefiala las macroconidias y d) se sefiala a las microconidias. Ambas se

observaron bajo el lente de 40X.
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58°C | 59.3°C 60°C 62.3°C 64°C 66.3°C

Figura #2. Optimizacion de primers W106. En el primer pocillo se observa el Ladder (L), le
sigue el Blanco (B) que no posee ADN. Después se encuentra la gradiente de temperatura que va
desde los 58°C hasta los 66.3°C. La muestra utilizada es la aislada, caracterizada y etiquetada
como F1. La temperatura optima se sefiala en el cuadro rojo que es 58°C donde se ve un

fragmento claro de 729 pb

Primers ITS4y 5 = Primers W106
3

729 pb >

522 pb —

Figura #3. Identificacion de F. oxysporum con primers ITS y W106. De izquierda a derecha,
primero se observa el Ladder (L) en el primer pocillo, seguido por los primers ITS4y 5 en el

cual amplifican la muestras F1 y C (Clonostachys rosea) dando un fragmento claro de 522 pb .
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Le sigue la amplificacion con los primers W106 donde solo amplifica la muestra F1 dando un

fragmento especifico de 729 pb. La muestra Clonostachys no amplifica con estos primers.

Primers W2987 Primers FocTR4 Primers Sixla

Alrededor —»
de 455 pb

) | b)

Figura #4. Identificacion de F. oxysporum cubense Raza 4 tropical con primers W2987,
FocTR4 y Sixla. a) de izquierda a derecha, en el primer pocillo se encuentra el Ladder (L),
seguido por las muestras amplificadas con los primers W2987 y primers FocTR4, donde:
blanco (B), F1 (aislado de Fusarium oxysporum Raza 1), TR4 (ADN de Foc TR4) dando un
fragmento de 452 pb para W2987 y con un fragmento de 463 pb para FocTR4. b) para los

primers Six1a no hay amplificacion por ende no se ven fragmentos
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Primers ITS4y 5

a) : 21.1b 43b H2 Msh2L 3.1V |

Primers W106
21.1b 4.3b H2 Msh2L 3.1V J
b) ~
Primers W2987
)
452 pb
d)
452 pb

Figura #5. Validacion de protocolo con distintas muestras de Fusarium. Todas las muestras

usadas se describen en la Tabla 1. En la figura a) los primers 1TS4 y 5 amplifican para todas las
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muestras y se obtiene un fragmento 522 pb. b) Con los primers W106 todas las muestras tienen
un fragmento de 729 pb a excepcion de la 4.2b. ¢) y d) Para los primers W2987 y Foc TR4 no

hay fragmento en ninguna muestra solo en la muestra TR4 (ADN de Foc TR4).
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