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RESUMEN

La Marchitez por Fusarium del banano es una enfermedad tipica de marchitamiento vascular
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Los programas mejoramiento genético del
cultivo para el manejo de la enfermedad necesitan de herramientas que faciliten la deteccién
rapida del hongo fitopatégeno. El objetivo de este trabajo fue establecer un protocolo sencillo
de deteccion de F. oxysporum raza 1 en muestras de Musa spp. basado en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Los principales aspectos relacionados en este protocolo son la toma de
muestra y el cultivo del hongo, el método rapido de extraccion del ADN, el protocolo de PCR, la
separacion por electroforesis de los productos del PCR y los cuidados generales para el trabajo.
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Rapid detection protocol of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 in
banana

ABSTRACT

Fusarium wilt of banana is a typical vascular wilt disease caused by Fusarium oxysporum f.
sp. cubense. The genetic improvement program of the crop needs tools that allow the quick
detection of fungal phytopathogen. The objective of this work was to establishment a simple
detection protocol of F. oxysporum race 1 in Musa spp. samples by polymerase chain reaction
(PCR). The principal related aspects in this protocol are the sampling, fungal in vitro culture,
quick DNA extraction method, PCR protocol, electrophoresis separation of PCR products, and
general considerations during the work.
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INTRODUCCION del sistema de translocacion de agua, sintomas

foliares sistémicos y el colapso final de las

Entre las principales enfermedades que
afectan los platanos y bananos (Musa spp.)
se encuentran las manchas foliares producidas
por Mycosphaerella spp. (Churchill, 2011) y
la Marchitez por Fusarium, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Snyder
y Hanson) (Foc) (Ploetz, 2015). La Marchitez
por Fusarium es una enfermedad tipica de
marchitamiento vascular, causa la disrupciéon

plantas afectadas. La infeccion inicial ocurre
cuando el hongo fitopatdégeno invade el tejido
vascular (xilema) de las plantas a través de
las raices (Ploetz, 2005). De Foc se han
descrito cuatro razas de acuerdo con la
patogenicidad a diferentes cultivares en
condiciones de campo. Laraza 1, descrita en
plantas con sintomas de ‘Gros Michel’ (AAA)
y cultivares con el genoma AAB como
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‘Manzano’ y ‘Pome’, la raza 2 que ataca a
‘Bluggoe’ y otros cultivares con genoma ABB,
la raza 4 que afecta al grupo ‘Cavendish’ y a
todos los cultivares susceptibles a las razas
1y 2. Laraza 4 esta a su vez dividida en la
raza tropical 4 (que infecta en condiciones
tropicales y subtropicales) y en la subtropical
raza 4 (que solo incide en zonas subtropicales)
(Ploetz, 2006).

Debido a la prolongada viabilidad de las
clamidosporas de Foc en el suelo, las medidas
de manejo de la enfermedad se enfocan en la
prevencion de la entrada del hongo fitopatdégeno
y en el empleo de cultivares resistentes (Ploetz
et al., 2015). Por ello, la deteccion temprana
de Foc cobra gran importancia.

En este sentido, autores como Carvalhais et
al. (2019) publicaron un método de identificacion
de las razas de Foc que afectan Musa spp.
basado en la combinacién de PCR y enzimas de
restriccion, en los que el material fingico inicial
se obtiene de cultivos monospodricos del hongo
crecido durante siete dias y la purificacion de
su ADN se realiza por medio del kit DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen). Sin embargo, contar con un
protocolo que permita disponer del material
fungico y la purificacion de su ADN en corto tiempo
y bajo costo facilitara las medidas de manejo de
la enfermedad. Ademas, puede ser una
herramienta Util para programas de mejoramiento
genético focalizados en el desarrollo de
cultivares resistentes a la Marchitez por
Fusarium.

Considerando lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue desarrollar un protocolo para
determinar la presencia de Foc raza 1 en
muestras de banano como apoyo a los
programas de mejoramiento genético, en la
busqueda de resistencia y contribuir al manejo
de la Marchitez por Fusarium.

MATERIALES Y EQUIPOS

e Agarosa grado electroforesis

e Agitador magnético

e Agua desionizada estéril

e Bandejas plasticas medianas

¢ Bata sanitaria

¢ Bisturi No. 23

Bolsas de polietileno (1000 g)

e Bromuro de etidio (10 mg/ml en agua)
Cabina de flujo laminar

Céamara fotografica digital
Camaray fuente de electroforesis
e Centrifuga
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Cesto o bandeja para desechos

Cuaderno de trabajo

Espatula

e Guantes

¢ Incubadora

e Lactofenol (fenol 20 g, acido lactico 20 g,
glicerol 40 g, agua 20 ml)

e Marcador de peso molecular

e Material vegetal seccionado para el estudio

e Medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)

¢ Mezcla de desoxirribonucleétidos-trifosfato

(dNTPs), a 10 mM

Micropipetas 1000 pl, 200 pl, 20 pl, 10 pl

Microscopio 6ptico

Nasobuco

Oligonuclétidos especificos a Foc raza 1

Papel de filtro estéril

¢ Pinzas

¢ Placas de Petri

Portaobjetos y cubreobjetos

e Puntas estériles para micropipetas 200 pl,
20 pl, 10 ul

e Tampodn A: 100 mM NaOH, 2% Tween 20

e Tampo6n B: 150 mM Tris-HCI pH 2, 2 mM EDTA

e Tampon de carga (6x): 0.25% azul de
bromofenol, 0.25% xileno cianol, 30%
glicerol, en agua.

e Tampon PCR

e Tampon TBE (5x) 1 L: Tris base, 54 g, acido
bérico, 27.5 g, 0.5 M EDTApH 8

e Taq ADN polimerasa

e Termociclador

Transiluminador UV (A = 300 nm)

e Tubos de PCR 200 pl

¢ Vaso de precipitado

PRECAUCIONES Y MEDIDAS DE
SEGURIDAD

Se recomienda emplear los medios de
proteccion necesarios (guantes, batas
sanitarias, nasobuco) para la manipulacion de
este hongo fitopatégeno con el fin de prevenir
riesgos a la salud del personal que participe
en el proceso. Aunque F. oxysporum ha sido
descrito como causante de enfermedades en
plantas, se ha encontrado como hongo
oportunista en humanos (Triest et al., 2015;
Wang et al., 2020).

PROCEDIMIENTO

Preparacion del material vegetal y
microscopia 6ptica

Material vegetal: Plantas de Musa spp. ya
sean crecidas en casas de cultivo o en campo,
alas que se les desea comprobar la presencia
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de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza
1. Pueden incluirse plantas con sintomas
caracteristicos de la infeccion por Foc para
confirmar la presencia del hongo, asi como
plantas presumiblemente sanas en las que el
investigador espera confirmar que estan libres
del hongo fitopatégeno.

- Lavar las plantas con agua corriente.

- Cortar secciones de rizoma, pseudotallo o
raices de aproximadamente 5 mm con ayuda
de bisturi.

- Lavar con agua corriente primero, luego con
agua desionizada estéril.

- Escurrir los fragmentos de tejido sobre papel
de filtro estéril y colocarlos en una placa Petri
con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA) (Figura 1 A).

- Incubar a 28 °C y oscuridad por tres dias.

- Hacer preparaciones microscopicas, en un
portaobjeto con lactofenol azul, del micelio
del hongo (con aspecto algodonoso) que
crecio sobre el tejido vegetal.

Observar en el microscopio 6ptico las
estructuras tipicas de Fusarium (Figura 1B).

Deteccion molecular de Foc raza 1 por PCR

- Extraer el ADN del micelio crecido sobre
los segmentos de las plantas, mediante el
protocolo de extraccidn in situ (Xin et al.,
2003) que se describe brevemente.
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- Tomar el micelio con una espétula en la
cabina de flujo laminar y colocarlo en un
tubo de 200 ul al que se le adiciona el
tampon A.

- Incubar durante 10 min a 95 °C.
- Afiadir 50 pl de tampon B.

- Tomar 2 pul del extracto para la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

- Para el PCR preparar una mezcla de
reaccion de 25 pl que incluye 0.4 pM de los
oligonucleoétidos especificos, SIX6b-210-F y
SIX6b-210-R (Calvahais et al., 2019), 0.2
mM dNTPs, 1% de polivinil pirrolidona 0.1%
de BSA, 1U de Taq ADN polimerarasay 2 pl
del extracto de ADN obtenido previamente.

- Emplear un programa para el PCR que inicia
con una paso de desnaturalizacion del ADN
a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de
95 ©C por 15 s, 55 °C por_15 s, 72 ©C por
30 s y una extension final de 72 °C por 2
min.

Nota: Incluir en la determinacion un control
negativo de reaccién, es decir una
reaccion a la que no se le adiciona ADN y
un control positivo de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense Foc raza 1 identificado
previamente y que su ADN se extrae de
igual modo. Los oligonucledtidos
especificos, SIX6b-210-F (5'-
ACGCTTCCCAATACCGTCTGT-3") y SIX6b-
210-R (5-AAGTTGGTGAGTATCAATGC-3")
amplifican una banda de 210 pb especificos

Figura 1. Crecimiento fungico en secciones de rizoma y pseudotallo de plantas de banano
inoculadas artificialmente con Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (aislado VCG01210),
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (A). Macroconidios y microconidios presentes en el hongo

crecido sobre las secciones de tejido, 400x (B).
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para el gen SIX6b (Secreted-in-Xylem) para
la raza 1 de F. oxysporum que incluye los
grupos de grupos de compatibilidad VCG 0123,
01210, 01217, 01218, 0124, 0124/5, 0124/
22,0125, 0128, 01220. Si se desea puede
emplearse los oligonucledtidos especificos al
gen SIX9, un gen conservado en todos los
aislados de Foc, SIX9_Foc_F (5'-
ATCGCTGAAGCCCAGAACAA-3") y SIX9_Foc_R
(5’-TTCTGTCCGTCGATCGTTCC-3’) que
permiten la amplificacion de una banda de
260 pb empleando la temperatura 58 °C para
el alineamiento de los oligonucledtidos.

- Preparar un gel de agarosa al 1.2% en
tampon TBE 1x en un molde con pocillos.
Colocar el gel en la camara de electroforesis
que contenga igual tampon.

- Tomar 10 pl de cada tubo de reacciéon de
PCR, mezclar con 2 pl de tampodn de carga
(6x) y colocar en cada pocillo del gel.

Nota: Incluir en la misma corrida las
muestras, los controles positivos y
negativos y un marcador de peso molecular
que posea el rango del tamafio de la banda
esperada.

1 2
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- Aplicar 100 Volt de corriente constante
hasta que el frente de corrida supere las
tres cuartas partes del gel.

- Tedir con bromuro de etidio (0.5 pg mi?)
durante al menos 15 min, exponer a luz
ultravioleta en el transiluminador para
visualizar las bandas. Un ejemplo de la
comprobacion molecular por PCR de la
presencia de F. oxysporum R1 sobre
fragmentos de plantas de banano se muestra
en la figura 2. Como resultado se obtuvo la
amplificaciéon de una banda de 210 pb que
se corresponde con el tamafio esperado.

Nota: Evitar el contacto del bromuro de
etidio con la piel, y emplear materiales
desechables que se eliminan, tomar las
medidas de bioseguridad para este agente
quimico. En caso de derrames descontaminar
las superficies con carboén activado.

CULMINACION DEL ENSAYO

Con la conclusién del ensayo los restos de
plantas seran colocados en bolsas de
polietileno, para evitar de esta forma la
posible propagacion del hongo fitopatégeno.

c(-) MM

250 pb
200 pb

Figura 2. Resultados de la amplificacion por PCR de una banda de 210 pb a partir del ADN
extraido del micelio del hongo. Carrilera 1, amplificacion a partir del ADN del micelio crecido
sobre fragmentos de rizoma de plantas de banano inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp.
cubense Foc raza 1 (aislado VCG01210), en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa. Carrilera 2,
amplificacion a partir del ADN de micelio de la cepa control positivo, identificada como Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Foc raza 1 (aislado VCG01210). C(-), control negativo. MM, Marcador
de peso molecular O” GeneRuler 50bp DNA ladder.
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Luego las bolsas pasaran por un proceso de
incineracion para eliminar todos los restos
vegetales. De igual manera deben tratarse
los materiales desechables empleados (puntas
y tubos). Las placas con restos de micelio y
medio de cultivo se descontaminaran en
autoclave.

CONSIDERACIONES FINALES

El protocolo permite la identificacién
molecular de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1 en un tiempo relativamente
corto. Se emplean 3 dias para el crecimiento
del micelio del hongo y aproximadamente 4
h para la identificaciéon molecular. Se utiliza
un método simple de extraccion del ADN
fungico que evita usar juegos o kit de
purificaciobn comerciales mas costosos. El
procedimiento permite el crecimiento del
hongo que se encuentra colonizando los
tejidos vegetales y facilita la extraccion de
su ADN. De este modo se brinda un protocolo
de identificacion rapida hasta nivel de
especie y se evita un analisis integral de
caracteres culturales sobre medios de
cultivos especificos, medir las estructuras
de reproduccion, describir sus
caracteristicas, etc.

El presente protocolo es una herramienta
util para identificar la presencia de Foc en
plantas de banano en estudios de seleccion
para la busqueda de cultivares resistentes
0 en materiales vegetales que se trasladan
entre diferentes localidades. También puede
apoyar los estudios de interaccion Musa-F.
oxysporum, asi como aquellas estrategias
basadas en el uso de microrganismos
beneficiosos para el manejo de la Marchitez
del banano causada por Fusarium oxysporum
f. sp. cubense raza 1.

CONCLUSIONES

El protocolo propuesto permite disponer del
material fUngico y la purificacion de su ADN
en corto tiempo y bajo costo, para la
deteccion por PCR, de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense raza 1 a partir de muestras
de tejido de Musa spp.
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