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1. OBIETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO

El abjetive del presente pratocolo es describir la metodologia utilizada por el
Laboratorio de Micologia del Centro Macional de Referencia Fitosanitaria {CNRF) para
la deteccion e identificacion del organismo causal de la marchitez por Fusaiium
(Fusariosis del platano), causada por Fusarium axysporum . sp. cubense Raza 4 Tropical
(Foc R4T). mediante &l uso de diagnostico tradicional [morfalogia del honge para la
identificacian a nivel de especie) v técnicas moleculares (FCR, gPCR, LAMP, RFLP,
secuenciacion y filogenia), El documeanto hace referencia al cultivo como sg conoce an
Meéxico platane [fruta de coccion) v bananos (fruta fresca).

La metodologia descrnita, lene sustento clentfico que respalda los resultados obtenidos
al aplicarlo. La incorrecta implermentacion o vanacion en la metodologia especificads
en a5t documeanto da referencia puede derivar en resultados no esperados, por lo que
e responsabilidad del usuario seguir y aplicar el protecolo de la farma que se Indica,

El protocole fue desarrollado en las instalaciones de la Direccion def CHNRF, de I3
Direcoion General de Sanidad Vegetal (DOSY) del Servicio Macional de Sanidad,
Inacuddad v Calidad Agroalimentaria [SEMASICAL La presente version podria ser
mejorada yfo actualizada quedando & registza en el historial de cambios. El Protocolo
de Diagnastico de Fusorivm oxgpsporum fosp. cubense Raza 4 Tropical se encusnira
dirigicla a los Terceros Espacialistas de los Laboratorios Aprobados y al personal tecnico
de los labaratorios oficiales del CHRF

2. INTRODUCCION
2.1 Informacion sobre la plaga

Los piatancs v bananos son plantas del genero Musa {Orden: Zingiberales, Familia:
Musaceas), genaralments hibridos de las especies silvestres Musg acumingto y M.
bothiziaona gue tiemen su centro de origen & sureste asiatico (O Donnell er al, 1998)
Como cultive es una de les frutales mas importantes a nivel mundial en términos e
produccion v comercio; ¥y de manera global s2 encuentra entre los disgz alimentos
basicos (Dita et al, 7018). Histdricamente, entre fas principales limitaciones fitosanitarias
en la preduccian de musaceas se encuentran las enfermedades; de ellas, la marchitez
por Fusarium {anteriormente conocida coma "mal de Panama"”) causada por &l hongo
Fusgrium axysporurm £ sp. cubense (Foc). Es considerada la primera enfermedad grave
fue afectd a los platanos producidos para e comercio de exportacion, causando
arandes pardidas economicas (O Donnell ar ai, 1998). \r
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La raza 1 de Foc (Foo R causd una de las peores epidernias vegetales de la historia v
digzmo |a industria comercial del platano Gros Michal en Centroamérica durante la
década de los 50 s Como resultado, dicho cultivar fue reemplazado por clones del
subgrupo Cavendish resistentes a la raza 1, que ahora son cultivados tanto en g
industria de exportacion comao nacional y de subsistencia, ¥ representan 2 principal
cultivar en superficie y produccion a nivel mundial {Garcia-et ol, 20019, Martinez &t ol
2020). Desde entonces |8 marchiteg palr FUSQriLm ya no constituys un problema an las
wvariedades Cavendish (Plostz, 2006]. 5in embargo, Foc R sigue siendo un factor
limitante para la preduccion de las variedades de platano Manzano vy Thai (Pisang
Ao k).

En 1990 se reporto una nueva variante de Foo gue afectd severamente a clones del
subgrupo Cavendish en condiciones tropicales y subtropicales en =l sureste asiatico, al
que se 2 denomind Raza 4 Tropical [R4T), ascciada al grups de compatibilicad
vegetativa [GOV oVCO) D136 (Mostert et al, 2017). Por mas de 20 afos, la enfermedad
astuvo confinada al sur y sureste de Asia v el narte de Oceania, sin embargo, reportes
recientes han confirmade su presencia en Jordania, Oman, Mozambigue, Libano,
Pakistan (Carcia et ol, 2004, Ordonez et af, 2015%a), Laos (Chittarath et ol 2077), Vietnam
[Hung et of, 2008, Myanmar (Zheng et ol, 20018), Israel (Maymon et al, 2018), Turguia
[(Ozarsiandan y Akgll, 2030) vy recientermnent2 se ha detectado en @l continente
americano en Colombia (Garcia er al, 2019,) Perd (acuna el olf, 2027) v en los Estados de
Aragua, Carabobo v Cojedes en la Republica Bolivariana de Venezuela (Lean, 2023)

Foo RaT es un hongo quehabita en el suelo (Anexo B, principal razon por la que su
erradicacion constituye un reto; ya gue su infeccidn inicial es a través de raices
secundarias e invade el sisterma vascular, logue incuce marchitez v la eventual muerte
de las plantas (Anexo 8.2). Es un patageno muy invasivo ya que se puads dispersar
mediante particulas de suelo, material de plantacicn, corrientes de agua, implementos
agricolas, o cualguisr otro evento donde hava contacto con suslo contaminada v
parmita su maovilidad [Dita et e, 2018}, El hango puede sobrevivie por rmas de 20 anes
er ausencia del hospedante primario mediante estructuras de resistencia llamadas
clamidosporas; ademas, tiene la capacidad de sobrevivir como saprofito en los resicduos
de cultive y puede infectar o vivir de manera endofita en algunas malezas coma: Chiaisg
inflata, Eupharhbio heterophylio v Tridox procumbens (Hannessay e al, 2005].

Dekido a que el honge es considerado como une de los mas destructives en a3
musaceas [platancsy bananos) (Dita et o, 2018), su ingresoy dispersion en areas donda

\
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ne se encuentra prassnte el cultivo representa un peligro inminenta para la industria
bananera de America Lating y el Caribe. En México, de acuerdo con la MIMFE 8 [2007), &l
hongo Fusarium oxysporum Fosp. cubense Haza 4 Tropical (Foc R4T) se considera una
plaga cuarentenaria ausente: no hay registros de |la plaga.

2.2 Informacion taxonomica

Marmbre: Fuscrrim cepsmariim T spe cubense Razs & Tropscal

Fuscrriwm cubesse EF, Sm, 1910

Fuscaum oxysooam T s cubense |E, FoSrmitihg Wl Snyder v
Singnimos: H. M, Hansen 1840

Fusarum aodoratissimum Marvani, L Lomibard, Kema -8 Crous
rlal]

karchites por Fusarumm [espanal]

karchitez de los platancs v bananos lespanal)
Wal de Panama [espanol)

Mombres comunes:
Fusarium wilt of banana (inglas)

Panarma disease of banana [inglés]

Fusarium vascular wilt of banana and abaca [ingl&s)

Clasificacion Eukaryota, Fung, [Gikarva, Ascomyoota,  Pegizomycoting,
taxondmica: Cordanomynetes, Hypocoreales, Mactriaceas, Fusdrium

Maryaniy colabaradores (2019), propusiercn una re-clasificacion Taxonomica de Foc R4 T
COMIG FUsQriurm odoratissimum; sin embargo, actualmente No existe ConsSEnsa ya gue
autores como Torres &t al, (2027) y EPPO Reporting sernvice (2022) indican que el cambio
laxonadmico &5 prematuro debide a importantes discrepancias e incoensistencias en &l
analisis filogenstico presentado,

%. DETECCION E IDENTIFICACION

FPara determinar la presencia de Fusdgriurm oxysporum Fsp. cubense Haza 4 Tropical, es
necasario contar con muestras de haces vasculares del pseudotallo, provenientes da
plantas gue presenten sintomas caracteristicos de la anfermedad (Anexo 8.2] Los
lhaces vasculares deban sar diseccionados de pseudotallos afectados por necrosis
interna  color  marrdn-rojizo  [indicativo de la presencida del patogeno) o sin
descormnposicion avanzada del tejido vegetal La muesira tambien pueda consistin de

\_.
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COFMos asintomaticos o con pudricién intema en etapa inicial, o suele. En e Anexo 8.3
se especifica la metodologia de toma y envio de muestras.

51 la ruesstra no cumple con las caracteristicas antes meancionadas es considerada no
optima para el diagnostico, Frutos, hojas, raices e inflorescencias no son aptas para el
dimgndstica da Foo RaT.

Adicionalmente, pueden analizarse muessiras de suelo vy agua (Anexa 8.3) para &l
diagndstico de la presencia del agente causal de la enfermedad.

3.1 Identificacion morfologica
Z1.1 Aislamiento de Fusarium a partir de haces vasculares

Desinfectar el area de trabajo, asi comaoe bisturis, pinzas v otras herramientas @ insumos
necesarios para e procedimiento; realizar la desinfeccion del gabinete de seguridad
bioldgica con luz UV al iniclar y al concluir el procedimisnta, mientras gue, entre
muestras distintas desinfectar con alechel al Y05 o hipoclonte de sodio al 1%

El procedimianto para hacas vasculares se deconbe o continuacion:

1) Cortar secciones de aproximadamente 1 om de largo de o5 haces vasculares,
utilizando para ello un bistur, obtener aproximadamente 15 fragmentos al azar
por muestra.

2l Desinfectar los trozas seleccionados con hipociorito de sodio al % durante 1 min,
posteriormente realizar 2 lavados con agua destifada estert de | mincada una,

3] Colocar el tejido sobre papel secante bajo condiciones de asepsia, hasta eliminar
el exceso de humedad superficial

4] Sembrar de 5 a & fragmentos de haces vasculares por placa Petrl de 10 cm de
didmetro con medio de cultive PDA {Papa Dextrosa Agar], incluir al menaos tres
repeticiones en total por muastra. Para |a elaboracion da medios de cultivo ver
Anexo B4

5] Mantener en una incubadora a 25 2 3 “C, durante 3 a 5 dias hasta observal
crecimiento micelial,

B S se presenta crecimiento del tipo Fusariom, realizar montajes an portanh|eios
[Anexo 8.5 v aobservar las caracteristicas morfologicas de las estructuras con
MICTOSCORI0 CoOMmpUesto
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7t En casc de obtener colonias puras se puede proceder a la extraccion de acida
desoxirribonucleico (ADM], por olio ladg, 5 exigte contaminacién (generalmenta
bactarana) se deberd pasar un conidio o punta de hifa a una placa Petr nusva
con medio de cultive PDA v opocionalmente otras con SNA (Agar especial pobre
en nutrientes, Agar Spenelier Nahrstoffarmer) v CLA (Agar Hoja de Clavel] para
su purificacian madiante cultivos monos poricos [Anexo 8.6).

Mota: el meadio de cultive PDA es Ut para la caracterizacion colonial, el SMA es
aproplade para promover la esporulacién y desarrollo de las células condiogenicas,
mientras que el medio CLA produce macrocanidios mas uniformes en formay tamano
[Lesle v Summerell, 2006], estructuras morfologicas requerndas por la literatura para 1a
[dantificacion morfoldgica de especie,

3.1.2 Aislamiento de Fusarium a partir de suelo

Se reguiersen al menas de 5 g de suelo por muestra, El procedimiento de obtencidn de
colomas die Fusanurm s describe a continuacion (Kai et al, 2019);

1y Colocar 5 gramos de suelo @n un tubo de centrifuga de 50 miL, aforar a 50 mbL
con agua destilada esteril Agitar por invearsién hasta homogenizar ia muestra.
Citra apcion es el uso de un agitador a 180 rpom. durante 20 min

Z] Tamar 1 mbL de |3 suspensiaon con una micropipeia y calocarlo sobve una placa
Petri con media de cultivo PDA, distribuir la suspension uniformemente solare
la superficie de la placa, mediante movimientos oscilatorios y dejar reposar por
2 rmin.

Mota: 5i la sofucion de suelo es muy densa se recomienda diluir a 110 o 1100,

3] Incubar las placas Petri a 25 + 3 °C hasta gue el crecimiento de las colonias sea
clararmante visible [normalmente despudés de 24 a 48 h), Aislar los crecimientos
riceliares similares a Fusariurm oxysporurm en nuevas placas Patr con madio
FOA S no se abtiene una colonia pura es necesario realizar aislameentos
rmonoconidiales (Anexo B.6)

3.1.3 Aislamiento de Fusarium a partir de agua

Se requieren 5 L de agua, estos deben estar almacenados en envases estériles. El
procedimiento de obltencidon de celonias de Fusorium es una modificacien a ko

senalada por Carrales et ol (2018), misma gue s describe a continuacion: \,h
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1 Hemaogeneizar la muestra, tomar una alicuota de 100 mil v pasarla a traves de
una membrana con perosidad de 040 mm para realizar el filtrado,

2] Recuperar la membrana y colocarla en una placa Petln de 10 cm de didmetro
con media de cultive PRA S2 sugieren al menos tres repeticiones por
muestra.

3] Incubar las placas Petri a 25 £3°C durante 24 3 48 h, 0 hasta que el crecimiento
e las colonias sea claramenta visible,

&1 Aislar los crecimientos maceliares similares a FUsonuwm Oxysparunn en nuevas
placas Petrl con medio PDAL 5 no 22 obtiene una colonia pura es Necesario
realizar aislamientos monoconidiales (Anexo 8.6)

3.1.4 Interpretacion de resultados

Para determinar la presencia del patageno, se debe obsermar crecimienta miceiial,
colonias tipicas v estructuras con las caracteristicas de [a especie FLUsOriLm oxysporunm
iseccion 3.2).

+ Laidentificacion morfoldgica no permite distinguir entre la forma specialis, pol
lo que la designacién cubense es aplicada sclamente sobre la evidencia de
rangc de hospedantes v pruebas de patogenicidad an musaceas [Leslie y
Summerall, 2006) ¢ mediante técnicas moleculares. La asignacion de raza
tampoco 85 posible por morfolegia, solo es factible identificar a nivel especis,
pof 1o oque, i se obsarvan estructuras indicativas de FLsarium oxysporum, se
procede a la utilizacion de técnicas moleculares para la identificacion
correspondiente de Fusanum oxpsoorum §sp cubense Raza 4 Tropical

En caso de no obtenar cracimiento micelial o que las estructuras no correspondarn a
Fusorium oxysporum el resultado sera negative para las tacnicas de aislamiento,

2.2 Descripcion morformétrica
2.2.1 Morfologia colonial

\ Fusarium axyspordm presenta una morfologia colonial variable en medio de cultivo
" POA, el micelio puede ser velloso, disperso o abundante, de color blanco con tonos
}:"'ﬁ vanahles de salman a violeta palido (Figura 1a). Produce masas de esporodaoguios en el

_ centrade la colonia, asi como pigmentos de color violeta palidea roje oscuro en €l agar,
9( l'a produccion de esclerccios puede ser abundante [Leske y Summarell, 2006]. En

A3
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Maryani af al, (2019] & puede observar la diversidad de la marfologia colonial del
camplejo de especies de Fusarniurm oxysporuim asociadas g marchitez dal platano, S
cansdera gue todos los aislamientos con las caracteristicas morfoldgicas de Fusaniuim
axysporum descritas por Leslie y Surmmerell (2006}, obtenidas de musaceas, suelo o
agua en cantacio COn Musaceas, son sospechosas a Foc R4T.

3.2.2 Morfologia de las estructuras

Ce acuerda con Maryani el al, 2019, la morfologia v morfometria de F oxysporum es
coma se describe a continuacion:

s dacroconidios escasos a abundantes en esporodoquios, falcades [tienen forma
de canca a cas rectas], paredes delgadas, generalmente 3-6 septos. Miden
entre 20-80 um de fargo. La celula apical es usualmente delgada o en forma de
gancha {Figura 1h).

= Microconidios: abundantes en el micelic aéreo, originandose en falsas
caberuelas (Figura 1¢) sohre monofidhides cartas [Figura 1d). Forma oval,
aliptica o reniforme, mayormente sin septos, o hasia 3, miden entre 3-37 pm de
laroo [Figura le),

= Clamidosparas; miden de 6-20 um de diametro, Se forman de manera

abundante en hifas o en comdios, de manera aislada ¢ en cadenas
[comuonments en pares) (Figura 11).
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Figura 1.- Estrmucturas de Fusdgriom oxysporum. a) Morfologia colon@l en POA; B
Macrocomdios, <) Microconidios agrupades en falsas . cabezuelas: d] Monofialices; e}
Microconidios, f) Clamidosporas. Escala en o, d v & = 10 gy Tamado vy modificacio de Maryvan

skl (2009)

3.3 ldentificacion Molecular

La base del diagndstico malecular de Fusanum oxpsporu Fsp, cubense Raza 4
Mropical san metodos que utilizan la técnica de Reacclon en Cadena de [a Polimerasa
[PCRY, Esta técnica paermita |8 detecoion vy amplificacion de regiones de ADN especificas
del hongo. Se debe considerar gue estos métodos moleculares puaden detactar y
difererciar a Foo RAT YOG 0121316 de entre otros 23 grupos de compatibilidad

yvegetatva [WCG Ts) que afectan tambien al platano (Dita et al, 2010)

Desde que sedatects a Fac RaT an los 20 "s en Taiwan v suU posterior dispersion durante
mas de 30 anos en paises de Asia, Africa y Qceania, &l hongo ha mantenido una
propadgacion  espacial v lemporal con una unica estructura poblacional  clonal
mostrands un mwvel moy bapo de polimoriismos de un solo nucleatido [SME g}, 2sto
debido a su condicion asexual haploide [Ordofez et o, 20015b). Por tal motivo, las

tacnicas maoleculares generalmenta mantienen su especificicdad a traves del tiempo,

A"
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Sin embargo, para dar mayor confiabilidad & los resultados abtenidos v eliminar |a
posibitidad de falsos positivos o falsos negativos, el protocolo de diagnastico debers
incluir ademas del analisis maorfométrico; el ermpleo de cuatro técnicas moleculares
disenadas para diferentes reglones gendmicas, asl como una corroboracion para
rmuesiras aue reculten positivas, mediante secuenciacion v filogenia molecular de los
genes TEF-T¢ & 1G5 Las tecnicas desarrolladas para el diagnostico de Foc RAT se listan
A CONTINLACIEN,

—

PCR punto final con iniciadores FocTR4 {Dita et ol, 2010] *
PCR punto final con inkciadores W2987 [Lier al, 2013)
qPCR con sonda TaghMan |Aguayo et o, 2017) *

gPCR con SYBR Green Diagnostic Kit de Clear Detactions
QPCR con SYBR Green (Matthews et ai, 2020

Mmoo ks W N

PCR-RFLP de regicn 105 (Foure et al, 2009)
Y. PCR-RFLP de gen SiXla (Carvalhais et af,, 2019) ©

o

Ampliticacion isotérmica LAMP (Zhang et al, 2013)

9. Amplificacion isotérmica LAMP (Ordaonez ef af, 2019 *

*Técnicas incluidas en el presente protocoio.

3.3.1 Extraccion de ADN
3.3.11 A partir de tejido vegetal

La extraccion de ADM se hace directarmenta de los haces vascularaes, Para ta)ida vegetal,
se sugiera el uso dal método de extraccion CTAR [Doyle y Doyle, 1987), asi como el kit
comercial, PureLink™ Plant RMA Reagent de Invitrogen [SENASICA, 2021a),

Neta, para la implementacion de este protocolo =2 utilizaron diversos reactivos y
equipos, estos se pusden remplazar por olras marcas sempre vy cuando sean
homalegos v cumplan con la misrmna funcion.

La metodalogia propuesta por Doyle v Doyle, 1987 maodificada, se describe a
continuacion, se deba realizar minimo una repeticion por rmusstra de platano
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1) Para cada muestra, en un tuboe de microcentrifuga de 2 mL agregar 1 mbL de
buffer CTAB (100 mk Tris HCL pH 85, NaCl 1.4 M, 20 mM EDTA, 2% CTAR v 0.5%
Paolwinilpirrolidona).

2] Colocar en un mortero 00 g de haces vascularas, cubrir con nitrageno liguido y
macerar con un pistilo estéril,

3] Transferir el tejido macerado al tubo de microcentrifuga de 2 mlgue contiene
1 mbL de buffer CTAR.

4] Mezclar por iversicn para homogenizar, Incubar a 65° C durante 1 hara.

5] Dejar los tubos por 10 min a temperatura ambiente (24 15 °C) v agregar 500 ul
de fenol-clorfarma-alcchol soamillico (25:24:), Mezclar por inversion constante
durante 10 min.

6] Centrifugar a 13 523 x g durante 10 min para farmar una intertaz. Recuperar 750
plL de la fase superior acuosa vy depasitarla en un tubo Nnuevo y esteril de 15 mL.

7} Agregar 750 plL de sopropanal a -20 "C, mezclar por inversion hasta
hormogenizan, reposar a temperatura ambiente (24 £ 5 °C) durante 10 min.
Centrifugar a 13 523 x g durante 10 min, al finalizar puede ser o no visibie s
pastilla de ADM,

8] Decantar el isopropanal sin perder la pastilla. Agregar 500 pl de etanol al 70%
y centrifugar durante 2 min a 13 523 x g, Repetir &l lavado con etanol al 0%,
Sacal la pastilla por inversion en papel secante esternll o con Cenavac™ mivac
Centrifugal Concentrators, hasta que no se abserven gotas en el tubo

9] Resuspendear la pastilla de ADN en 50uL de agua grade biologia moelecular o
buffer TE 1X, colocar a 4 °C si & usard inmediatarments, o almacenar a -20°%C

% hasta su Luso,

3.3.1.2 A partir de cultivos puros

¥
‘i{‘- La-extraccion se debe realizar a partir de cultives puros en medio PDA, caracterizacdos

maorfoldagicamente como Fusarium oxysporum, 52 sugiere el metodo de extraccion
‘;V propuesto. por Cenis [1992), asi coma el kit Wizardi SV Genomic DNA Purification

Systerm de Prameda [SENASICA, 202 al.

ks

o
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Nota: Para el usa del kit Promega se recomienda pesar entre ©.01 - 205 g de micelioy
la lisks celular realizarla en 500 pL Buffer PBS X o TE 1X con un disruptar de tejidos
durante 10 minutos, en tuboas Lysing Matrix C o O de ME, v o5 pasos posteriores de
acuerda al fabocamte, con la elucion final a 50 pl

Otros kits comerciales de extraccion de ADMN puesden resultar optimos, tenendos en
cuenta quo es importante obtener una buena calidad, cantidad & integridad de ADM.

La metodologia propuesta por Cenis (1992 modificada, se describe a continuacidn; el
tiermpo estimado para una muestra con cuatro repeticiones es de 45 min:

1 Enowun tubo de mecrocentrifuga de 2 mb con perlas de ceramica [Lysing Matrix
"C" 0 D" de MP) agregar 500 pL de buffer TE 1X v posteriorments, agregar de
001 a 0.05 g de micelia del cultive puro, sin tomar meadio de cultivo,

Mota: para facilitar la ebtencion de sobrenadante, previarments sustrasr del tubo
un poco menos de la mitad de las perlas de ceramica, o la otra opcicn es duplicar
los vialumenes de los reactivos gQue se mencionan a continuacion;

2] Incubar dentra del mismo tubo a temperatura ambiente 24 = 5°C durante 5
min, Posteriormente, centrifugar Smin a 15 5238 x g, y decantar el sobrenadante
con ayvuda de una micropi peta.

Nota: evitar decantar el buffer TE mediante inversion del tubo, ya que las perlas de

ceramicay micelio se perderian taminen,

3 Adicionar 300 plL de buffer de extraccian Cenis (200 mM Tris-HCL pH 8.5 250
mid Mall, 25 mi ECTA (Acido Etilendiaminctetraacetica) v 0.5% 506 (dodecil
aulfato sodia), macerar e micelio hasta gue quede pulvenzado utiizando un

disruptor de tejidos durante 10 min (Minibeadbeater-96 Cat, Mo, 1001 de
Biospact Products ¢ equipos con caracteristicas similares).

41 Agregar 120yl de acetato de sodio 3 M pH 52, homogenizar por inversion y
colocara -20 *C duranta 10 min.

L) Cantrifugar durarnt2 10 min a 13 523 x g, transfernr 250 yl del sobrenadante a un
tubo de 15 mL nueve v estéril (evitar la resuspension del sedimenta).

&) Agregar 250 pl de isopropancol a -20 °C, homogeniZar par INnversiin y reposan a
temperatura ambiente {24 £ 5 °C) durante 10 min; centrifugar 10 min a 13 523 x

a. %
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Mota: al final del proceso puede ser o no visible @ pastilla de ADN.

7 Decantar el isopropano| sin perder la pastilla. Agregar 500 L de etanol al 70%
woentrifugar 2 min a 13523 g. Repetir el lavado conetanolal 70%. Secar la pastilla
por inversion en papel secante esternl hasta gue no se observen gotas en la
pared del tubo, Alternativarmente, el use de Genevac™ miVac Centrifugsl
Concentrators es recomendado,

8] Resuspender el ADN en 50 pL de agua grade biclogia rmolecular o bulfer TE 1X
y colocar a % *C si se usara inmediatamente, o almacanar a -20 *C hasta su Lso.

3.2.2 Verificacion de la calidad del ADN

Verificar la calidad v cantidad (ng/pL) del ADN abtenido mediante espectrofotometria
LWVAis (ManoDrop 20000 de Thermo Scientific™ o equlpossimilares). La calidad optima
del ADM esta dada por absorbancias Axveos= 1.8-20 y &pas 20-22 (Manchester, 19495],
Realizar ensayo de control endagena para corrobarar gue el ADN obtenido es apto para
ser amplificado y evitar falsos negativos, Absorbancias fuera de los intervalos optimos
son permitidos solo cuando amplifiguen exitosaments el control endagano

3.3.3 Controles para las pruebas moleculares

En todos ks ensayos de técnicas moleculares descritos en este protocolo, s necesaria
Incluir los siguientes controles (LS. FO&, 2020)

Control positivo: patran de referencia con la cual comparar fos resultados positivos en
las muestras Contlens la secuencia ohjetive, puede ser ADN genomico, ADN sintétice
o &l fragmento clonado del hongo Foc R4T, el cual debe estar corroborado mediante
secuenciacidn. Dado gue México se encuentra libre de Foc R4T, el control positivo que
utiliza el CHNRF corresponde a ADN de Foc R4T donado por fa CIRSA, el cual ha sido
prrobado can los iniciadores de Dita er al, (2010),

Control negativo de reactivos (NTC): mezcla de reaccion de todos |os react vos sin ADMN
\' malde (o clonal, Descarta falsos positivos vy conmtarminacion de a reaccidn, va que no
interfiers o afecta la senal analitica, No genera ningln tipo de senal positiva,

T

Control interno de amplificacion: tamblén denominado gen enddgeno, asegura gque
o nex haya inhibideres de la reaccion. Los controles internos utilizan diferentes iniciadores

%
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w sondas respecto a los de ia secusncia objetivo especifica. Pueden realizarse previa o
simultdaneamente al ensayo de especificidad.

Contral negative de matriz; este contral corresponde a un éxtracto de mMatriz
hospedante sin el hongo (haces vasculares). Asegura que no exista reaccian cruzada
con la matriz o contaminacion durante |a extraccion, y tamblen funciona como control
intarno de amplificacidn, Aplica solarmmente cuando la extraccion se realice a partir de
tejido vegetal. Es mayormente utiizado en procesos de estandarnzacion v validacidn,
rientras en procesos de disgnostico de rutina es de caracter opeional.

3.3.4 PCR punto final

Entre las herramientas disponibles para la deteccion de patogenos, las tecnicas
basadas en tecnalogias de acidos nucleicos son ampliamente reconocidas como de las
mas poderosas, particularmente aguellas que se basan en PCR, ya gue tipicameante son
mds rapidas, especificas v altamente sensibles (Vincelli y Tisserat, 2008), Para Foc R4T
se han desarrcllade distintos inicladores de PCR para punts final (Dita et of, 2000, Li et
al, 2013) v en su vanante ce tiempo real (Aguayo et al, 2007, Matthews et al, 2020],

3.32.4.] Ensayo control endogeno

Para verificar la integridad v calidad del ADN extraido v evitar falsos negativos se debe
realizar un ensayo de PCR de un gen enddgeno, Para la extraccion de ADN & partic de
tejido vegetal se recomiendan los iniciadores BanActin2-F/BanActZR del gen Actina
(Cita et al, 2000) o CLPL-F/CLPL-Rdelcloroplasto [ Dermesurs et al, 1995), mientras, para
cultivos monosparicos se utifizan los iniciadores EF-1y EF-2 propuestos por & Dannell
et al, [1998), que reconacen una region del gen factor de elangacidn 1 alfa [TEF-1a) del
ADM. Las secuencias de ambos iniciadores se obsarvan en el Cuadro 1

El tamano v el numera de productos ohtenidos por PCR punto final en el enzayo de
control endagenco s vanable, debido a gue el par de iniciadores Ban&ctling amplifican
un fragmento de 217 pb para los genotipos A de platano (Musa gcurminato), 280 pb
para los genolipas B (M. bolbisiona), y ambos fragmentos amplifican para los genctipos
triploides A58 (Dita et o, 2010}

Los iniciadores CLPL son universales a plantas, mientras EF-T/EF-2 son universales a
hongos; par lo que pueden amplificar dos o mas fragmentos si la extraccion se realiza
de cultrens sin purificar. La fundamental & nfenr en las pruebas s que gl extracto de
ADMN tenga amplifcacion \“
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Cuadro 1.- Iniciadores utilizaclos en ¢l ensayo de PCR punto final para la deteccion del gen
endogeno Sondcting o CLPL para tejido vegetal y TEF-Te para cultivas monosparicos.

Sentido BarActing-F ACAGTGTCTGGATTGGAGGC -
fntisentida Banacting-i GCACTTCATG TOGACARTGS ' |
JEemide | EFY | AICCOTAMGGAHGACRALAL. | e meh |
Antisentida EF.2 GOARGTACCAGTSATCATGTT

Sentido CLPLT AGTTCCAGCCTCATTATCCE . | r-.u:'_
Antisentido CLPLr GEATGECGCCAGTLTICATC |

R=God5=0al
Fuente: Dita of ol {20000 Dermesurs of o (18095 O "Donell of ol [Fo95]

1 Preparar la reaccion de PCR punto final de acuerdo con o descrito n el Cuadro
2 (basado en el kit Tag DMNA Polymerase, recombinant de Invitrogen).

Cuadro 2.- Preparacidon de la mezcia de reaccion para el ensaysde PCRE punto final del controd
endogena.

Aoua grado bialogia moleouial G B
Bufler BRCR 1ox 1¥ -
_r_u'lgi 50k 15 ) ﬂ?‘} -
ANTR 5 13 mikd 2 rn!'-'r_ i L 1
Frirmar Eorwarcd 10 kA 05 p 1.5 {

Prirrer Reverse SETLY Q5 pM. | 145
Tae) DMA Pobrmotase 5l 21002 UL 1 ;
| ADN < . =10 ngy ful = 8 ng ful 20 |
Volurmern final 5 |

2] A continuacian, programar el termociclador de acuerdo con o descrito en el
Cuadro 3 para los iniciadores BanaActing o CLPL, o Cuadro 4 para los iniciadores
del gen TEF-la:

Cuadro 3.- Programa térmico para la deteccion del control enddgeano BanActing y CLPL, a partir
de 1ejido vegetal,

Cresraturahizacion ridlal 2 H A minuates 1 )
| Deranrateicn: 55 l 30sequndos |

Flibardacion SR = II Z.'I-ﬂ:‘l:gum:in:- 55
| Extersicn T i A0 seglindos

Extansion final i T.-‘ i I Sminutes | I
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Cuadro &.- Programz termico para ladetéccion del control enddgeno TEF-Ta, 3 partir de cultivos

Decnaturalizacion inicial | L Lo : B ormirianos | 1

!.I-I.“-E-E.ﬂ.;-Lum lizacian ; 95 °C __Elisegﬂdﬂi_% |

|I-|_||:r|u.z|-:_||:~|1 = | B0 0 ";DEJ'E'HL.II_I'.'I_CH IF 35 i|
Extension il £ | Fo=egundos |

| Extension linal : o | 10 nutas 1 o |

MCECS RO ICOE

Al finalizar, los productos de PCR deben correrse durante 75 min a 100 ¥ en un gel da
agarosa ultrapura al 2% en buffer TAE X, tefido con 03X de GelRed™ Biotium, u otro
meétodo adaptable que permita interpratar los resultados. Se recomienda cargar 7 ul
de producto de PCR + 3yl de buffer de carga. Inciuir rmarcador de peso molecuiar.

3.3.42 Ensayo con iniciadores especificos

Sila muestra amplifica correctamente en el ensayvo de contral endageno, se proceds a
la deteccion de Fusarium axysparum f sp cubense Raza 4 Tropical WCGOI2130E),
usandeo un par de iniciadores basados en el espaciador intergénico ribosomico (IGS)
(Cuadra 5] que amplifican un fragmento de 463 pb Unicamente para Foc R4T (Dita st
anl, 2010).

Cuadres.- Iniciaclores especificos parm 3 deteccion de Fusaruny axpsporum  sp cubense Haza
& Tropdical,

SErico FocT R A GTTTAMGG TGO CAT CACAG

4E5

antisenticho FocTR4-R {corto] COCADOACTCCCTCSTGA

Fusnte: Dita ar af, (2080,

1} Preparar la reaceion de PCR punto final para el par de iniciadores FocTRA-FIFocTR4-
Rc de acuerdo con lo descritc en el Cuadro 6:

'a\.
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Cuadre &- Preparacion de |a mezelas de reaccién para 2l enzavd de PCO punte final de
iniciaderes FocTR4

Apua grado biologia moleculal | | 1] L
Buffer PCH 10 1% 25 1
: EAG ], S A | ik IIE__
B SN S S 5 | .04 e Ay DM | 83
friciador FacTRG-F Wik N5 pka 125
Iniciador FacTR4-Ro 10 b 05 125
lag DA Palyrmerase Sl L 01
AL 500-0.05 ra Jul 40-0.004 ng /uL 20
= - "..f!_:-_l_u._fon firal i

*Estandarizado internamantean +:-I CHBF de Dita et ::II_.-IEI:HO:I.

21 A continuacion, prograrmar el termocic lador de acuerdo con lo descrito en Cuadro 72

Cuadre T.- Programa termics de amplificacion para la detecadn de Foo BAT

Crasnaturalizacian inical LT e Zrminutos 1
Despaniralzagor. | ekl S nRandns
thrimlla.':iﬁ;'h - S EC R TR I A6
Extersidn T2 45 sequndos |
| Exrermcny Anal T ~ Sminuros = I

Estandanzada mternamente an el CNRF de Dita et al, {20000

Al finalizar, los productos de PCR deben carrerse 75 min a 100V en un gel de agarosa
ultrapura al 2% en buffer TAE 1%, tefido con 03X de GelPed™ Bictum, u ctro metodo
adaptable que permita interpretar los resultados. 58 recomienda cargar 7 UL de
producto de PCR + 3ul de buffer de carga. Incluir marcador de peso molecular.

3.3.4.3 Interpretacion de resultados

Los resultados son validos solamente bajo los siguientes critenos;

v En el ensavo de control endagena, & control positivo y cagda una de las muoestras
% deben de generar un fragmento de tamano de 217 o 280 (o ambas) para los
Iniciadores BanActin? [Figura 2a), o & se elige CLPL el fragmento es de 297 ph

& A
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(Figura 2b), o de 650 - 850 pb apradimadamente para el caso de les iniciadores del
gen TEF-le con cultives monasporicos (Figura 2c).

v El control negativo de reactivos no debe de genarar amplificaciones en ningun
ensaya de PCR.

¥  F| control positivo para el ensayo de PCR con el par de iniciadores FocTR4-
FlFocTR4-Re debse de generar un fragrento de 463 pb {Figura 2d).

e considera como resultado positivo a Foc R4T para la técnica, aquellas muestras gue
arnplifiquen el fragmanto de 463 pb con los iniciadares espeacifices FocTR4-F/FocTRa-
R,

Se considara como resultado negativo a Foc B4T para |a técnica, aguellas muestras
donde no hay amplihcacien del fragmento de 463 pi con los iniciadores especificos
FocTR4-F/FocTR4-RC.

|as muestras deberan analizarse inicialmente con la PCR punta final o con el ensayo de
amplificacion isotérmica LAMP (ver seccion 335) Unicamente cuando el resultado de
la primera técnica de sefal positiva, como parte del procedimiento debera reslizarse el
ensayo de la otra técnica, para tener un diagnastica rebusto y reducir la posibilidad de
falzos negativos y falsos positivos.
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3.3.4.4 Resultados de validacion

La técnjca de PLCR punto final con los iniciadores FocTRSG se valido internarmente par 2|
CHEF (SENASICA, 20210 bajo el estandar PM7/98 de la Organizacion de Proteccion
Vegetal de Europa y el Mediterraneo [EPPO, 2019) Lee parametros evaluados y
resultados de la prueba con respecto a los tipos de controles ¥ o reportada por Lita et
arl, 12010) se describe a continuacion (Cuadro 8]

Cuadro 8.~ Resultados de validacion de origen (Ditg of af, 2010} y validacion interna CHRF

Lirrare g deteccion {LO0) ' P s gepocilica D004 ng /il [= KX pg / renl.
- I 5 73 % de detectar verdaderas
itiliclad h it ! :
Sangitilicla ozeaspecitica sl s LoD il

Espeficidad (inclusbivdad)

TCHT s
N zistarmien e e Fas AT
(Kl e ENLes e 5 A

Moevaluado

Especificidad {exclusividad|

'||:Hf|"'a|§.
B0 atslambantos de hongas,
incluyendo 200WC00 s de Fos

100 % i
10 aislarnientos de Mexico |
frrcluyendo Foo By Foo B2

S m— o —

Hepetibdidad

Mo avalusade

Raepraducibilidad

i i uaco

3.3.5 Amplificacion isotérmica LAMP

|

9o de concordancia entre
resuitladas otservadas - esperados
Tasa e falscs pasitreas T %
98 % dle concordancia entre
resultados chaervados - asparacios
Tasa de falsos postaos 00 %
Tasa de falsos neqativos 7681 %

La amplificacion izotérmica mediada por bucle, denaminada LaMP idel inglés Loop-
meadiated sotharmal amplification of DA 25 una tecnologia relatvarmente Nnueva,
altarnente especifica. eficiente v rapida que trabaja a una sola ternperatura, debido a
fue integra una Tag Polimerasa con actividad de desplazamiento de hebras de ADN.
Ademas, ocupd un conjunta de 4 pares de iniciadores que reconocen un total de seis
secuencias distintas del ADN obhjetiva (Motomi et of, 2000). Por estos motvos, 85 una
tecnologia adecuada para la deteccion de patcgencs de plantas en condiciones de

CaMmpo.

Ezspecificarnente, para Foc B4T se han reportado tres disenos de imciadorss LAMP (LI et
al, 2013 Zhang et al, 2013} v los utiizados en el presante protocole (Ordanez ar al, 2019)
basados en secusnciacion de tecnologia de matrices de diversidad [DArTseq), que
ncluyd 27 genotipos, que comprenden Ios 24 grupos de compatibilidad vagerath.ra\'

19
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VCG) v tres aislados de Foc R4T. Internamente, en el CHNRF se implementd la
herramienta de LAME an tiemipa real hacia LAMP Colornimeatrica (SEMNASICA, 2021c).

3.3.5.1 Ensayo control enddgeno

Para evitar falsos negativos se debe realizar un ensayo de control endogena,. Este
unicameante aphca para la extraccion de tejido vegetal, los iniciadores se indican en &l
Cuadro 9 Fara el ca=o de cultivos monosporicos, se lomard coma gen endogeno &l
realizado en el apartado 334 con los iniciadores EF-VEFR-2 para PCR punto final.

FPreparar la reaccion LAMP de acuerdo con o descrito en el Cuadro 10, se utiliza el Kit
comercial Warmstart Colorimetric LAME 22X Master Mix - New Englands Bio@abs

1. Incubar las reacciones 3 65 °C durante 30 minutos en termociclador o bano maria,
2 Inactivar enzima incubar 80 °C durante 20 minutos (paso opclonal)

5i g2 decide omitir la inactivacién, evite abrir los tubos por riesgoe de contaminacian. La
lectura sehace iInmediatamente concluides los 30 rmurutos de incubacion. Este Kit esta
disefiado para proporcionar una deteccién visual rapida y clara de la amplificacian
basada en la produccion de protonas y la pasterior caida del pH que se produce @ partir
de |la extensa actwidad del DNA polimerasa en una reaccion LAMP, produciendo un
cambio en el color de la solucidn de rosa (respuesta negativa) a amarillo [respussta
positiva).

Cuadro 2.- Iniciadores utilizados en el ensays de gen endSgeno LAMEP para tejido vegetal
Fusnte: Crolonaz af al, [2019],

MusaCor_F5 OCCTOEATCOODOTATCATS
I FUEAC O BE TGAATICTATECAACETCCE =1
Musalox FIP O TATE AT LT TARE A LA T .".:n'"m.rl-i.li-'.rt.."'.{ AATAGGTLT
MusaCor, BIP TOCCTACTICACCGCT COCACATAGTAGEGATCCARCT AR
r-.-'hrxa'::_-}-:. Loogs I li'-.l'i.l'{'.-".'.['.lZFZE'M;;_Z.E';'E;M';WF[.::. — ]
| MussCox_Laop 8 CCATGATCATAGETCTECCTAC

\_
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Cuadroe 10.- Preparacion de la mezcla de reaccidn para el ensayo LAMP

WiarmSrart Colorirmaln: 125
LabdP 2¥ Master Mix _ T
LAMP Iniciadores 10K | FIRBIF = 16 | iM,FYE5 = | FIF/RIP = |6 UM, FAR3 = 02 |
Bdis? 2, Lt AR = 4 pibd i, Loop B = 004 s i
Arua gr-adr.:- meteculat | AR 1 - | |
TTapM I =oingii 1 = Q008 ng L I 2 '
' volurmen final | 25 I

YRara simplificar la reaccidn se recomiencla hacer un Master Mix 0¥ de los & iniciadores
3.3.5.2Ensayo con iniciadores especificos

Sila muestra amplifica correctamente en el ensayo de control endogeno se procede al
subsecuente ensayo  LAMPE (tambieén  ambas pruebas se  pueden  realizar
cimultdreamente en tubos separados). Para la deteccion de Fusanurm oxysporum F.sp
cubense Raza 4 Tropical, Ordofez ef ol, (2019) han disefado un set de iniciadores LAMP,
las secuancias se muestran en el Cuadro 1L

Cuadro .- iniciadores utilizados en &l ensayve LAMP para la deteccion espacifica de Foc RaT,

' Seai F3 ‘ AATAGTAAAGATGCTGAACTTCT

| Seqa B3 | ACTCTTGTGAGAGG TCGA

| Semps Rl T G S s BT T T T AT AT A ARSI A TEA L GLATOTALTLTTG
SeqABIP TTGCTCAATTTCCTTG TG TTTCGCAGGATTCACGATAG TAGAGTT

I Sep oo F ACCARAACCCTAGGAGATGATT

I Sué;_:mu = TCTTCTTCTICGCCGTACCTCATEA |

Preparar la reaccion LAMP e incubar de acuerdo con lo descrito en el apartado 3351,

sustituyendo unicamente los iniciadares de gen endogena por os especificos a Foc
R&T,

33.53Interpretacion de resultados
Los resultados son valides solameante bajo los siguientes criterios
v En el ensayo de control endigens, &l control positive v cada una de las muestras

deben de cambiar a color amarille [Figura 3a). \-/
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¥ El contral negative de reactivas debe permanecer color rosa en ambos ensayos
LAMP,

v El control positive para el ensaya LAMP con los iniciadores Seqa debe de cambiar a
calor amarillo (Figura 3b), se ha decumentado que concentracionss cercanas al
limite de deteccion producen un cambio de color anaranjado, ambar o cafe
(SENASICA, 2020c), estos colores se consideran como respuesta positiva (Figura 3c).

Se considera como resultado positivo a Foc RaT para la técnica, aquellas musstras gque
carmmbien a colar amarilio, anaranjado, ambar o café,

Se considera comeo resultado negative a Foo RAT para la técnica, aquellas muestras
dorde permanazea el color rosa o rojo.

+ Foe BT Muesira
Ben '{f" of =P i ap

ddelod Jdd ¥

-Lmﬂmn.' '!‘_'r #Jj?
- i:il:l!**

Figura 3- Amplificacidn isotérmica LAMP, a) Ensayo de gen enddgent con primes
MusaCox b Ensaye con iniciadores especificos Seqé. £] Centrol positivic €n concentracion
corcana al limite de deteccion LOD.

S en ambas pruebas (PCR punto final y LAMP) se ehtienen respuesta negativa para Foc
B4T, se da por concluido ef proceso de diagnostica malecular, con dictamen negativo
de la muesira a Foo R4T. Si se obtiene respuesta positiva en una o ambas t2cnicas se
procede a realizar los ensayos de gqPCR con sanda TagMan y PCR-RFLP.

3354 Resultados de validacian

La tecnica LAMP en su variante colonmelrica se validd internamente (SENASICA, 2021c)
en el CNRF baje el estandar PM7/98 de la Organizacian de Proteccidn Vegetal de
Furopa y el Mediterraneo (EPPC, 2019). Los pardametros evaluados v resultados de la

L
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prueba con respecto a los tipos de controles v 1o reportado por Ordonez et al, [2019) se
describe a continuacion en 2l Cuadro 12

Cuadro 12.- Besultados devalidacion de ongen (Ordonez e ol, 2009} v validaoion interna THRF.

[ Limite de detaccidn [LOD) | Nt ] 8 oo ul (=100 po £ rend
‘ Sensibilidad | ko s= especifica i |:|E'.I:|E"tE|'.:'I'.Er weidaderos :
| posiTives an LOD
[ 5 s 1EIHD P S ———
Esssenticiclac fine e iackac) Adaisinrmientes de Fac By R (RN (W [
provanicnios de S paises
. i NS W 1Dl'.l‘3f-_- W ST oo%
| Especficidad (exclusivicad) 45 arlarmiantos de hangos, 10 akslarniantos de México
incluyendo los 23 W00 sde Foc mcluyenda Fac RY y Foco A2
I U de concordancia entra
Fegeet bbbl figt Lt v | R Lok MESAnCOs “h“'lw"l':'l”:? g
Teisa che falsas positaos (065 %
Fasa de falsos negativoe 3 FHR
ok 7 % de concordancia antre
Repreducizlidad Mo se especifica fhattndes nbsarvad-:l%-.mpa-mdﬁ
Ta=a de falsos positivos 113 %
Tasa de falsos negathms H455%

3.3.6 qPCR con sonda TagMan

Para ecte protocolo, el ensayo de PCR en tiemps real se debera realizar cuando el
ensayo de PCR punte final, &l LAMP o ambos den resultados positivos a Foc R4T de la
muestra analizada. Para ello, s& usan los inciadores v sonda TagMan FWB-TRSG
propuastos por Aguayo ef al, (2017) que amplifican para un gen gue codifica una
proteing hipotetica asociada a virdlencia de Foc R4T (Lier of, 2013). Comparada con 1a
PCR punto final, la PCR cuantitativa ofrece mejor desempeno en términos de
sensibilidad, especificidad vy rapidez, lo cual es de importancia para la deteccidn de
patogenos cuarentenados; la gPCH tamben permite la cuantificacion del ADN objetivo
(Schaad et ol, 2002].

3.3.6.] Ensayo control endogeno

Para evitar falsos negativas se daebe realizar un ensayo de contral endogena. Este aplica
tanto para la extraccion de tejido vegetal, como de cultivos puros, los iniciadores 3
utilizar =2 indican en &l Cuadro 13, Estos iniciadares amiplifican una regian altameante

\(W
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consenada del ADN ribosamal 185 en una amplia gama de organismaos eucariotas (loos

et of, 2009),

Preparar la reaccion de gPCR de acuerdo con lo descrito en &l Cuadro 14 Se
recomienda realizar tanto el ensayo de gen enddgena 185 como el especifico FPWE-TR4
(seccion 3.3.62) simultaneaments en una sola sjecucion de PCR en tubos separados,
Ambas reacciones se realizan con el kit Tag Platinumn DA Polimerase de Invitregen o
kits con cargcteristicas similares (TagMan Master Mix Racha, (Tag Unnersal Probes
SuparhMix Biorad, etc).

Nota: de no aobtenar amplificacidn con el gan 185, diluir el ADM en proparcienes 110 v
1100

Cuadro 13- Iniciadoresy sonda utilizados en el enzayo de genendsgeno g PCR para ADMN 2 [2artir
ol tepdo wegetal wode cultivo pura o monaspdnico,

Sentido IBS uni-F CCAAGOCTOAAACTTARACAN
AT —s 153
Artisantida 185 uni-R CCACCACCOATAGARTCAAMGA |
Sonda 185 Ll P [HEX]: ACCLAALGGLACTACCAGLAGT [ZEN 5 lowa Blac ks FO !

Cuadro 14- Preparacion de la mezela de reacoion para ol ensayo de qPCR de imoiadores 185 y
FiWEa-TR4.

Agua grado biologio molecubar . 18G5
Buffer PCR 0 1% 25
Myl samm 15 mi 125
dMTR s 10 kA . I;Er‘nr:'l I _EIE__
Prirres Fonsarc LINEN] S IZ}] ||P-'l' o5 I
Prirer Beverse 0pM G 0z |
Sorida Tacphdan : 10 ik OZ pM . (k5 |
Tag DNA Polhmerase L _E-I:IDLJ 2u o .
AL o S0 B OR005S ng |l 2 - BO00002 g pL Lo |
S——— volumen fnal _ s |

*Estandarizaclo intermame nte en el CNEF ﬂé.ﬂgu;-lyﬂ er gl 12007 parainiciadores FWE-TR4

A continuacion, programar el termociclador de acuerda con o descritoen el Cuadro 15

\r
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Cuadre 15.- Programa térmics de amplificacion para iniciadones 185 ¥ FWEB-TR4.

Decnaturalizacian tvicial | b=+ FIminutos |
| Desnaturalizacian | 9572 T SeqUaDS
— GO i . 35
Hibridacic 45 sequrdtos |
ibaricacion Lesziuirs oo Do escendis =eg

3.3.6.2Ensayo con iniciadores especificos

Para la deteccion de Fusanum oxpsporum £ sp. cubense RHaza 4 Tropical Aguaya el al,
(2017 han disefado un par de inicladores basadoes en un gen que codifica una proteina
hipotética ascciada a virulencia da Foc RAT, la secuencias se presentan an el Cuadro 16

Preparar la reaccion de gPCR de acuerde con lo descritc en el apartado 3367,
sustituyenda unicaments las iniciadores de gen enddgena por los especificos a Foo
RF4T. So recomienda realizar ambas reacciones simultaneamentes en una sola gjecucion
de PCH en tubos separados. Para la senda de gen endageno 185 configurar la lectura
del fluordfore en la longitud HEX {555), mientras que pata los iniciadores especificos
FWEB TRE utilizar el fluordforo FAaM [520),

Cuadro 16.- Inciadores y sonda utiizados an el ensaye de Foc BET gPCR.

Sentida | FWEB-TR4G E COLTCTCGOCCAAATCTOATT
— — 140
Antisentido | FPWE-TR4 R BCCACTTATCTAGC GO TTOATS TS
| Sonda | FWB-TR4 P [G-FAM| ACCCTICAACTCCACTOGATEGDA- [ZEN - 3 lowsa Blacks FQ|

3.3.635Interpretacion de resultados
Los resultacos son validos solameante bajo los siguientas criteriod:

¥ En el ensayo de control endageno, el control positivo y cada una de las muestras
deben pressntarn una curva de forma sigmicides con valores de Cq = 33 (Figura 4a).

.
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«  El control negative de reactives en ambos ensayos debe permangcer  Sin
amplificacion: no superar of umbral de deteccion Co (el equipo no registra ningun
valor], o de superar el Cq este debe ser = 33,

¥ Elcontrol positivo para los iniciadores FWE-TR4 debe presentar una curva de forma
sigmoides convalores oe Cog < 27 [Figura 4y

Mota: el ciclo en el gue la lluorescencia de la amplificacion supera la fluorescencia de
fondo se ha denominado cicle umbral (C), punto de cruce [Cp) ¥ punto de despegue
[TOF) por diferentes fabricanies de instruarmentos, Bl Térming ahora esta estandarizado
por las pautas MIQE coma ciclo de cuantificacion (Cq) (Bustin et of, 2010},

Se considera como resultade positivo para la técnica aquellas muestras gue tengan g
< 27y curva de forma sigmeoidea para los iniciadores FWE-TRs

Se considera como resultado negativo para la técrica aguellas muesiras gue tTangan
Cag = 33 para los inicadores 185 y Cg 2 27 o sin valar Cq = n/a para FWE-TR4, generen o
no curva de amplificacion sigmoidea

Independientemente del resultads obtenido en este ensayo de gPCR {positiva o
negative) debea realizarse 2l ensayo de PCR-RFLE. Considérese gue los iniciadores FWE-
TR# dan respuesta positiva también para el VOO 0121 {Aguayo et of, 2017, sin embargo,
la clasificacion de este VOO 25 ambigua respecto a si pertenece a B4 Tropical o R4
Subtropical, causa enfermedad en el cultivar Cavendish en condiciones trapicales, pero
£5 mMenos agresivo que los VOGs 0121306 (Buddenhbagen, 2009, Czislovwski et g, 2018),
Tambien, se ha documentado que los iniciadores FWEB generan valor Cq a partir del
cicto 33 para Foc R v Foc R2 de aislamientos de Mexico (SEMASICA, 2H02d),

= L]
& . :u_'_,_ i 1 VR R R e S PR LY . T LT _-J__'_,__,p-n-rﬁ
=3 R s | O RS P I SCTIEH
—— = == .-'f
Eiv i ._’_..-r"' :..._____:-:_:",_f'f. ] ey R
2 .-__-" [ F
A : ¥ /-';'j" ........
™ S e ] L] L o
* o - =
‘-ménir'ﬁ‘-:!: 3 e ———
LI I B - - S Famassn g -
o - | ] 4 B - ] - )
T @A o - 1 i =l

mltnﬂ-mhm.uﬁx Wil i Bt bdsestin WTC WOC KT uarite | Conivol s Ceeiod & Conbel @ i
[ ||:I.'n G- 7R 1598 FRA MO4 WA KA CRYA g IR ITE ITEE WA MR RMA MU AU WA

Figura 4.- amplificacion de PCR en tiempo real con sonda TagMan a) Ensayo de gen
enddgeno con iniciadores unkarsales 185, b) Ensays de nicipdores especificos FAWE-TRS.
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3.3.6.4 Pesultados de validacion

La técnica qPCR sevalidd internamente en el CNRF (SENASICA, 2021d) bajo e estandar
PMTIEE de la Organizacion de Proteccion Vegetal de Europa v el Mediterraneo (EPPO,
2019} Los pararmetros evaluadas v resultados de la prueba con respecto a los tipos de
contrales v lo reportado por Aguayo et o, [2007) se describe a continuacion en |
Cuadro 17

Cuadre 17 .- Besultados de validactin de crigen Aguayo et al, (2017 y validacien integna CHREF

Lirmits de datsacion (LoD D000 ng S e CLORE o f TEn
I ;ET o | 94 %de detectar verdaderos 94 % dhe detectar verdaderas
positvosen LOD positivesen LOD
HO0 e
Especilesichad (inelusieidadg| 10 s larmientes cla Foo AT M ol
provenigntes de b paises
e n iy 86 % con O « 33, 16 % sin Cg cutaf
=t i amplificacatn del YOO OF
Especificidad fexclusiidad) R REATe LA NORESE o a_rslamrem-:-:ﬁ e Meéwico
incloyands fos 230G s de Foc dhoiiitetit Sl
Coehcients de yvaracidn 418
Braaprestilailicdac Coedicierma de vanacitn 085 5% Tasa de faleos positives 156 &
Tasmn e lalsos nogativos 835 %
Caefciente de varkacion %07 %
R predieeDalic ad Casficiente de vanacidn 171% Tasa de falios positivos 0 %
Tasa de falsos negativos 0 %

337 PCR + RFLP

El ensayo de PCR + RFLP dnicamente se debera realizar cuando el ensaye de PCR
punto final, & LAMPE o ambos den resultados positivos a Foo R4T de la muestra
analizada, v &4 independiente del resultado oblernido en gPCR, Para ello, se ocupan log
iniciadares y enzima de restriccion propuestas por Carvalhais er ol, (2019) que
amplifican para un gen que codifica un efectar asociada a patagenicidad denominado
S [secreted in wyleme) homalogos “a" *b' vy “c”, gue corresponden a Foc R4T VCG
M213M06, Foc Ra VOO 0121 y Foo Ra OO 0122, respectivamente. El producto de 266 pb
amplificado por estos iniciadores contiene un sitio de reconocimiento Unico CCTTO (6/5)
para fa anzima de restriccion HovAV de New England BioLatis ([ROGZ15), =l cual esta

\_
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presente en el homologo "a" y ausente en los homclogos "0" y °c°, generando asi dos
fragmentos de 124 y 142 pb exclusivameaente para Foc RB4T VOO 0121346,

33.7.1 Ensayo con iniciadores especificos

El ensayo de PCR + RFLP unicamente aplica para extraccion de ADN de cultivos puros
0 MONGsparicos, &2 tarmara como gen endogeno el realizado en el apanado 3541 con
los iniciadares EFVET-2 para PCR punta final. Para la amplificacion especifica se utilizan
los iniciadores disenados por Camvalhais et of, (2019), basados en el gen SiX1, que
amplifican un fragmento de 266 ph para Foo 84T, v Foo R4S [(Cuadro 181

Cuadro 18.- Iniciadores especificos para of ensayo de PCR-BFLP.

| sentido Sixla- 2661 CTGACCAGAAC TTGCCCACA
—_— ——— = ; 265

| Antisentido Slxla-266R CITTOATAAGCACTATI AR

1 Preparar |3 reaccion de PCH punts fimal para =l par de iniciadores SiRla-266 de
acuderdo con o descrito en 2 Cuadro 19 (basado &n el kit Tag DNa Polymerase,
recambinant de Invitrogen).

2] A continuacian, programar el termociclador de acuerde con lo descrito en el
Cuadro 20

3 Alfinahzar, les productos de PCR deben correrse duranta 75 min, a 100V en un gel
de agarosa ultrapura al 2% en Buffer TAE X, tenido con 05X de CelRed™ Biotium,
U otrao meétado adaptable que permita interpretar Ios resultados. Se recomienda
cargar 7 pL de producto de PCR mas 3 pL de buffer de carga.

Cuadro 19.- Preparacion de |la mezcla de reaccion para 2] ensayo de PCR punto final de
iniciadones SIX1az66,

Ariud gran hiologis rmolecybar | I 15
Burter pcR -0 OREEEN % 2 |
Mgl 50 it I 25 mm 125 |
dNTP 5 10 i | 02 | 05
Iriciadiar SXla-266F 100 . O jaid | .25
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| Iniciador Sixla-2668 _ 125
| Tag DNA Polymierase 5 U/l 002 LWL 01
| s SO0 ng / JL -0 ng GO UL - 800 g S 20
AL B 1
Yolurmen final 25
‘Estandanzado internamente en el CNRF de Carvalkais et af, (2009),
Cuadre 20.- Programa térmico de amplficacien de losinicladores S0X1a266.
[ Cecnaturahzacidn sl | Lminuues 1
| Desmaturalizackan =L 45 SEQUNGNS
Hibrridacion 55"C O e raios a0 :
Extension TR 25 sequndas !
Extensiar lmal T2 10 Pl 1

.‘E;::-.';'ndmiznd-:- internamente en el CHEF de Carvathais et al (2019)

3.3.7.2Ensayo con enzima de restriccion

Si la muestra amplifica correctamente con las iniciadores SIX1a-266 se puede proceder
al subsecuente ensayo con enzima de restriccidn HewdV, Prepatar la reaccion de
acuerde con la descrito en el Cuadro 21, incubar a 37 U durante 15 min en
termociclaclor en ciclo sotermico o en bano marka, despues inactivar a B5°C por 20 min:

Cuadro 21.- Preparacion de la mezcla de reaccion para el ensayo de restriccion Hpyal

Aopisd e racks biclogla molecular ‘ ] n

10 NEBulfer ‘ 103 | ¥

2= . 25
| Ervzivrio HiyAv | 15 U 21 05
 Pradurts de PCR S1X13-266 | variatie , Variahla 7
Bl ol B o s ) et i e

Al finalizar, los productos de PCRE digeridos deben corrarse durante 75 min a 100 WV en
un gel de agarosa ulirapura al 2 % en Buffer TAE 14 tenido con 03X de GelRed™
Biotiurm, U otro método adaptable que permita interpretar los resullacos, Se
recomienda cargar 9 pl de producto de PCR digeride mas 3 uL de bufter de carga.

fud
kg
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3.3.7 3 Interpretacion de resultados

Los resultados son validos sclamente bajo los siguientes criterios.

¥ En el ensayo de iniciadores S1Kla-266, € control positive debe amplificar un
fragrmenta de 266 pb {Figura 5a),

¥ El contral negative de reactives en ambos ensayos debe permanecer §in
amplificacion.

v El contrel positive al ser digerido con la enzima Hpwdl debe presentar dos
fragmentos de 142y 124 pb (Figura 5bj.

Se considera como resultado positive para la técnica aguellas muestras gue
amplifiquen el fragmento de 266 pb con los iniciadores SEd1a3-266 y, ademas, genaran
los dos fragmentos de 142 v 124 phb con la enzima Hoyaisy

Se considera comio resultado negative para 13 écnica aquellas muestras que no
amplifiquen el fragmento de 266 ph con los iniciadores SIX1a-266, o que sl amplifiquen
el fragmento de 266, pero nogenaran los dos fragmentos de 142 y 124 pb con 13 enzima
de restriccion Hpwaly,

51 en ambas prushas (QPCR con Sonda TagMan y PCR-RFLP} se ablienen recpuestas
negativas para Foc B4T, v, ademas, una de las dos pruebas antericres (PCR punto firsal
o LAMP) fue nagativa también, se da por concluide el proceso de diagnostico
molecular, con dictamen negativa de [a muestra a Foc B4T, 5i s obtiens respussia
pasitiva en daos, tres o las cuatio técnicas, se procede a corrabxarar por secuenciacion
Sanger ¥ filogenia molecular,
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Control Positivo Foc R&T

Control Negativo
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3.3.7.4 Resultados de validacién

La tecnica PCR + RFLP se validd intermnamente en el CNREF (SENASICA, 20218] bajo &l
estandar PM7/98 de la Grganizacion de Proteccicn Vegetal de Europa y el Mediterranao
[EPPC, 20149). Los parametros evaluados v resultados de la prueba con respecto a los
tipos de controles v loreportado. por Carvalhais et o, [(2019) se describe a continuacikin
enel Cuadro 22:

Cuadro 22.- Resultados de validacion de origen Cavalhais et ol, [2012] y validacion interna CHNEF

Lirnite de deteccian {LOD)| Qo ng D0 ng S ren = BOO Fg Sl
92 % de deteciar verdaderos
Sensiblicad Mo sepcpecifica
e SO i RO ) Bosiivos en LOD
T %
Expecificidad {inclussadad) A2 amlamiantes de Foc BaT Mo evaluado
prosenEnieg o4 poises
163 % {produce fragmentas no
i espadificos con BTy B2
Especificidad lexclusividad) 250 giskamientos de hongos, p_ A 3 o
: JE 10 aislarnientos de WMésico
incimyendo 21 W10 s de Foc

inciuyendo Foc Ry Fac B2
0 de concordanca entre
B g papacihica, S8 mBnckaa tesUllagios phaervados - esperados
que la bacnica hue repetibla Tasa od faleos pldinaas D0
Tasa de lalstes negatnas 161G %

| Repstibilidad

| 97 % de concordancia entre
R i Hnseespuciﬁca. s mencions | resultadaos -::L::scr-:adm - esperados

| gue la tacnica fue robusta Tasa de faksos positivos 00%

Tasa de falsos negatives 125 %

3.3.8 Secuenciacion y Filogenia Molecular

Debido a que Foo RA4T es una plaga cuarentenada ausante en Mexico, ias primeras
detecciones en ronas fibres del patogeno debaran corroborarse por Secusnciacion v
filogenia malecular de dos genes. Este procedimiento se realiza cuando dos, tres o las
cuatro tecnicas moleculares descritas previamente den resultado positivo.

Para el analisis filogenético se debe secuanciar gl producto de PCR oblemdo en la
seccion 3347 con los inicladares EF-1y EF-2 propuestos por O Donneall et gl (1998), que
reconccen una region del gen factor de elongacion 1 alfa (TEF-1e2). Asimisme, se debe
secusnciar la region espaciadora intergenica (1G5 del ADN ribosamico (rONA), de

F ]
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acuerdo con Dita e al, [2010) la region 1G5 tiene una alta frecuencia de SNP s [Single
Nucleotide Pehamoiphism) gue pueden ser utilizadoes cormo marcador malecular para
el diagnostico de Foc RAT, El Laboratorio de Micologia del CMREF se basa en el analisis
filegenética de la region 10S del rDNA amplihcade con los inciadores PNFo y PN2Z
[Cuadra 23] diserados por BEdel af afl, (1995}

Recientementa Manvanm et al, (2019] propusieron una re-clasificacion taxonomica de
Foo R&T a Fusaocury odoratissimuim mediante filogenia de secuencias concalenadas
de ios genes TEF-Te, RPB1 y RPE2, sin embargo, Torres at of, (2021) indican que hay
Importantes rregularidades, discrepancias g incansistencias, por lo cual, los datos no
apoyvan firmements esta propuesta.

Cuadro 23- Inciadores utilizados en ansayo de PCR punta final para la deteccion del gen
endageno 105 dedultivos mansspdnoes tEdel of of, 1995),

Seribick PHFG COCG TG GETOCG T OO AT ‘(
— =F700)

| Antisentide | P2 | CAAGCATATCACTACTGGC

La mezcla de reaccion se hace de acuerdo con el Cuadro 4 {seccion 3.3.41),
sustituyendolos iniciadores EF-1y EF-2 por PNFo y PN22. A contlinuacian, programar el
termociclador de acuardo con 0 descrito en el Cuadro 24, al finaiizar, los productos de
PCR deben correrse durante 75 min por 100 Y en un gel de agarsa ultrapura al 2% en
Buffer TAE 1¥, tefida con 03X de GelRed™ Biotium, u otre metodo adaptable que
permita inter pretar los resultados Se recormienda cargar 7 ul de praducto de PCR mas
3yl de buffer de carga.

Cuadro 24.- Programa térmico para la amplificacion del contrel enddgena 105

Dasnaturabzacion inicial | Tl [ 2THLTOS I
Cesnaturalizacion S ! 45 sagundos
Hibrdacion -'F;'lq"_c | 45 ‘rEQETEElE_ i5

| Extension 72°C | S0segundos

I Exlezrme |"r.|r|.ﬁ - TG ' ~ Spenutos 1 |

Lad
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1. Obtenidos los productos de PCR de ambos marcadores estos deberan cer
secuendiados mediante Sangar en ambos sentidas, incluir al menos dos productos
de PCR por cada marcador.

4. Obtenidas las secuencias, ingresar 3 la herramianta de alineamianto Nucleotids
BLAST (Basic Local alignment Search Tool) del NCBl (Mational Center for
Biotechnology  Information) (httpsdblastnebinlmnibgoy/Blastegil, Insertar la
secusncia cruda o "raw” de interés y realizar el alineamiiento con los parametros
preestablecidos (algontmo Megablast).

2 Realizado el alineamiento; verificar que |as secuencias correspondan a Fusarim
cxpsporurm o can el gen TEF-1x o la regidn 155, revisar el porcentaje de cabertura e
identidad (debe ser mayaor & 99%), v verificar el valor de E-volue (cercano a cero).

Mota: en la base de datos del NCEl existen muchas secuencias que han sido
incorrectamenta identificadas, por lo gue el resultado chtenido agui no es cancluyente;
del mismo moda, el alineamiento de wuna secuencia puede dar 100% de cobertura e
identidad con distintas formoe speciales de Fusarium oxysporum, ademas, |a
herramienta na permita diferenciar razas,

4 5i las secuencias corresponden a £ oxysporum, hacer trimung [Bliminar oS
extremos donds |a lectura es de mala calidad), depurar leditar sitios ambiguos) y
construir secuencias consenso para cada gen en formato FASTA.

MNata: el ensayo con los iniciadores PNFo y P22 amplifican una region de
aproximadamente 1700 ph para Fusanium oxysperanm, Dentro de esta region hilridan
los iniciadores FocTR4-F y FocTR4-Roorto; los cuales mediante un SHNP sen &l extramo
3 permiten ke identificacidn del patdgena, La secuencia minima para realizar el analisis
filogenética es la reqgion de 463 ph, flangueada por FocTR4-F y FocTR4-Roorto,

\ 5  Dado que en grupos de especies con un alto grado de parentesco maolecular |a
diferenciacion entre especies, formas especiales o razas reside @n un NUMEro

i limitadla de insercionss v deleciones (INDELS) v polimorfismos de un salo
nucledtido (SMP ‘s), es convenients realizar filogenia molecular para determinar

Q con exactitud |a identidad de las muestras de interes, La reconstruccion

filogenética debe partir de secuencias bien caraclerizadas de especies tipo g
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procedentes de una fuente fiable, se recomienda utilizar las secuencias de
refarencia publicadas por Czislowski et al., (2018} para &l gen TEF-la, 0 Fourie et ol
|2009) para ambos genes, a ellas agregar fas secuencias consenso de la muestra de
interes,

Mota: no es posible concatenar secuencias entre ambos autores, ya gue Foures et al,
(2009) incluye la regian 105, los genes TEF-le y MESSU, mientras que Czislowsk| et al,
(2018) analiza los genes TEFJa, RPE] y RPB2Z, En &l anallsis, unicamente es posible
concatenar las secuencias TEF-lo e 105 de Fourie et al, (2009

&. El alinearniento multiple de secuencias (con algortrmo ClustaiW] y la postarior
construccian de arboles filogenaticos se realizan con los Software BioEdit Saquence
Alignment Editor w725 y MEGAT jotros softwares puedsen ser utilizados para el
mismao propasita), Pam la reconstruccion filogensatica es recamendatle utilizar el
algoritrmo Maxima Verosimilitud {Maximum likelihood) gque esté basado en
métados prababilisticos, utilizar 1000 réplicas bootstrop, determinar previaments
el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se ajuste a los datos.

3.3.8.1 Interpretacion de resultados

El resultade es positive a Foc R4T cuando la secuencia de la muestra quede agrupada
exactamente en el mismo clada que las secuencias de referencia F1664530 - FIeb4957
[TEFw] + FIeb4978 - FlebL985 (0% para ambos genes concatenados, Son
significat ves valores de Bootstrap = 0% (Figura &),

El resultado es negativo cuando las secuencias de la muestra queden agrupadas en
un ¢lade distinto a las de las secuencias de referencia. En este caso la identidad del
organiemo es establecida con base sl clado gque se agrupe la secuaencia de la muestra y
debe registrarse en el resultado final,

Los resultaclas en al &rhol filoganatico se pueden confirmar mediante €l analisis de los
SWP "5 phoervados directamente en el alineamiento multiple de secusncias [| SHP en
algen TEF-Ta v 4 en la regin 1G5 exclusivos de Fac RaT) (Figura 7).

‘\(4
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Figura 7.- Alinearmients maltiple de secuencias. Se utilizaron las secuencias de la region 125
dal rOMN& de 48 varianies de Faza 1, Raza 2 ¥y Raza & de Fusonum axvsporum T sp. cubense, Se
MUEStra &n una regidn. parcial de BOD pb uno de les SMRPs caracteristicos de Foo RT4
[transwersion de Timina a Cuaning}, el cual tee utllizado por Cita et ol, [2010) para disenar el
imciodior FocTRS-T imarcado £n negral.

3.4 ldentificacion de la plaga

Para repoitar una identificacion pasitiva de Fusorium axysparum T sp. cubanse Haza 4
Tropical, s necesano la deteccion an conjunta de [as siguentes prushas: aslamientoy
caracterzacion de la colonia, caracterizacion rmorfoldgica de las estructuras distintivas
che| hanoo, ¥ respuesta positiva en al menos tres de los cuatro ensayos (PCR punta final,
LAMP, gPCR con sonda TagMan, PCR + RFLP), ademads, las secuancias en el analisis
filegenstica deban agruparse exactamenta con |as secuencias de referencia.

Los casos en los gue se debe de corraborar por secuenciacion son,

s [Detgcciones en zonas reconocidas coma libres del patdgenao.
= Cpando e necesite un sustento fitosanitano de mayor relesvancia para la

\-
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Para corrcboracion an México, serd realizada por el CMEF, por lo que en caso de realizar
ung deteccian y diagnostico positiva a Foc R4ET, deberd enviar la evidencia espaciiicada
en la Circular 40 da 2021, En astos casos, se cansidara aceptada la identificacion despuas
de realizar el analisis de secuancias genaticas

4.REGISTROS

Congsanar los registros v evidenmas del proceso de diagnostico de FUsanium axysporum
f.sp. cubense Raza 4 Tropical,

Mantener el material vegetal gue no fue utilizado en el dizagnostico &n U0 BmMpague
original, bajo refrigeracion a 4 "C, durante al menos 1 mes postenar al diagnostico,
independiantemente dal resultado.

En caso de abtener un resuitado negative: inactivar el matenal vegetal durants A0 e
a 121%C a 16 libras de presidan [psi) y desecharlo acorde a los procedimientos de
binseguridad establecidos par el laboraroric.

En caso de abtensr un resultada positvg, conservar,

= Evidencia fotografica de los signos v sintomas, aislarmientos y de las estructuras
del hango.

» Montajes permanentaes, donde se encuentren las estructuras distintivas del
hango, como evidencia de la identificacien morfometrica

v ElADN obtenido, en congelacion a -20°C (de ser posibile a -707C),

s Elregistrode los resultados de las proebas moleculares [cuantificacian del ADN,
absarbancias Ao ¥ S fotografias de geles de electreforesis, archivos de
gPCR, hitacoras de los ensayos PCR punta final, LAMP, gPCR, PCR+RFLP,
sacuencias en formata 4Bl electroferogramas, arbol filogenatico).

L

= Conserval el aislamiento puro en PDA vy SMNA, no realizar transferencias
continuas, para ello se pueden utllizar técnicas de preservacion que garanticen

9— la viabilidacl del hongo,
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5.CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL

Laboratorio de Micologia
lab.micolograsenasica.qgob, mx
Telefono v extension [55] S90O51000 ext 51424, SEETE, 51409
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B.ANEXOS
8.1 Ciclo de la enfermedad

oy

Figura B.- Ciclo de wvida de Foc R4T, (a) Las esporas [micrs, fmacne conldies v clarmidasporas)
permanecen n el susio o en hospedantes alternos como las maleza=s (b} Las esporas germinan
pslimuladas por los exudsdos de las raices, v los [ubos germinatves panatran en las raices
socundanas do los plitanos, {2} Foo BAT croce a través de -corteza:a a epidermis v el micelia
imvade el sistama vascular, (o) Los conmidios v clamidosporas se producen constaniemeante en ks
tejidos vasculares Losconidios son distribuides rapidamenie por la plania a traves del sistema
vascular. El rmuicebo bloques los tepdos vasculares o los primeros sintomas . de colaracibn
armarillenta seobservan en los hojas mds vicjas, (o] Foo caloniza y destruye mads efidos vasculares
provocands un intenso marchitarmento i L planta infectada muere ¥ i@ planta hija, que fus
cantaminada par la planta madre a traves de |3 conesan vascularn, musstra sintormas iniciales

La planta madre finalments sa cae vy el cicla de la entermedad comienga de nuevo [(Dita et ol
24018
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8.2 Signos y sintomas

Figura B9.- Sintomas edernos de la marchitez por Fusarium en platano, a) Clorosis
generalizads en las kojas "“sindrome de la hoja amarilla™;, bB) Rajacdures en la base del
peeudalalin.c Planta con "sindrome ge la hojawerde”, d) Quishre de las hojas en la base dsl

peciclo jLrachiog, [ita of o, 2015

Figura 10.- Sintormas internos de la marchiter por Fusarinm en platano. a) Cortea
Cranswersal an el coremd (r2oma)l mostrando necros:s de los topdos B Cofte transvarsal dal
peeudotalle mostrando necrosis avanzada del tejido vascular, ¢) Corte longitudina! de

peeudotallo mostrands necrosis a lo large de los haces vasculares (Creditos: Dita e o, 2005
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Mo hay diferencias en los sintomas que producen las diferentes razas de Foc en Musa,
Par ko tanto, las razas R, B2, R4ST y R4T no pueden diferenciarses entre si con base en
los sintornas que provocan Usualmente los sintomas no son visibles en plantas de
menas de 4 meses de edad y presentan, por tanta, un largo periodo de incubacion ¥
latencia que hace muy dificl su deteccion temprana durants su introduccion en un
nuavo sitio o drea. Esto ha determinade su amplia distribucidn en matenal de
plantacion infectado pero asintomatico (Dita et ol, 2013].

La Infaccion por Foc R4T esta restringida al sistema vascular de |as raices y peeudotallo
La enferrnadad se conoce por producin dos Tipos de sintomas exiernos conocidos coimo
“sindromes’;

» “Lindrame” de hoja amarilla (Figura 9a) et el sintoma mdas comdn y
caracteristico. Inicia con unamarillamiento en la periferia de las hojas mas viejas
que progresa a las mas jdvenes (este sintoma se puede confundir con
deficiencia de potasiol, Las hojas comienzan gradualments a colapsar en el
peciale (o en mayor frecuencia, de la base de la nervadura central), quedando
una "falda" de hojas muertas alrededar del pseudotallo.

= “Sindrome” de hoja verde (Figura 9c): en contraste con el sintema anterior, las
hojas permanecen verdes hasta que los peciclos se doblan y estas colapsan, Las
hojas mas jovenes son las Ultimas en ser afectadas, permanecen erectas {dando
ura apariencia a la planta de estar "erizada’), como el crecimiento no se detiene,
las nuevas hojas de una planta infectada son mas palidas, su lAmina @s muy
reclucicda, arrugada y distorsionada, En el pseudotallo aparecen rajaduras
longitudinales. En frutos na se observan sintomas.

Los sintomas internos se caracterizan por una coleracion vascular gque camienza con el
armarilleo del tejido vascular en las raices v cormos, el cual progresa para formar un haz
vascular continuo colareado de amarilio, rojo o pardo en gl pseudotallo; el cual es muy
caracteristico de la enfermeadad (Figura 10} (Dita et al, 2013).

8.3 Toma de muestra
8.3.1 Procedimiento para tejido vegetal

Primeramente, en toda toma de muestra siga las medidas de bioseguridad indicadas
por la finca a la que se acceda. Las muestras deben consistir en fragmentos de
pseudotallos con necrosis interna gue indican la infeccion del patogeno, Mo es
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necesario tener dgrandes cantidades de tejidos, se describe a comtinuacion la
matadologia propuesta por Dita et al, (2013):

1 Ubicar la planta sospechoss v realizar un corte en el pseudotallo a una altura
aproximada entre 5C - 60 cr de la base de 1a planta (Figura Ta). Evite dreas donde
exista descomposicion avanzada. El corte debe ser lo suficemameantes prafunda
para alcanzar varias capas intarnas, normaimente se hace un rectangulo de 5 x 10
cr (Figura Tib).

2. Colocar el fragmento de pseudotallc cortado en una superficie cublerta, evitando
el contacto con el suela (Figura Tlc), con un bistur retire pedazos mas pequenos de
Tejdo con necrosisintermay colsguelas en un recipisnie apropiado [tubos de vidrio,
plastico, sobres de papel) (Figura 11d), evite tomar muestra de la primera capa, 5i es
posible, hacer la diseccion de ks haces vasculares necrosados (Figura Tle) y
colocarlos en las recipientes,

Z. Etiguetar la muestra con datos precisas de ndmeno de muestra, fecha, variedad de
la planta hospedants, lote o predio, coordenadas geagraficas, localidad, municipio,
Estado, propietaric de la finca, especificar 51 es plantaciéon camercial, de auto
consuMmo [traspatio), silvestre o area natural, nombre del recolector, vy otros datos
que se cansidersn utiles coma sintamas, g Tuente del marterial de plantacion,
cuantas plantas hay afectadas, qgue otras variedades crecen an los alrededones v sl
estan enfaermas o sanas tamizien deben ser reqistradas.

& Una ver colectadas las muestras, colocar el fragmento de pseudotallo imicalmeante
retirado en la posicidn original v cubra el drea concinta adhesiva (Figura 11, g). Esta
operacion busca no dejar expuestos tejiclos de |as plantas muesireadas para evitar
o reducir la esporulacion del patogeno, el contacto de insectos u otros animales, asi
coma la exposicion a la lluvia y el viento,

5 Alfinalizar, antes de desplazarse al siguiente punto, desinfacte con hipoclorito al 19
las herramientas de trabaje utilizadas (cuchillo, bisturi, ete), asi como el calzado.
Adernas, colocar la muestra colectada en una hielera con geles refrigerantes. Envie
las muesiras lomas pronto posible al aboratano.
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8.3.2 Procedimiento para suelo

La distribucidn oe las hifas v esporas de Fusarim en el suelo es irregular espacial v
termporalments, De forma general, la abundancia de propagulos se reduce a una
prafundidad mayaor a 30 cm desde la superficie, sin embargo, esta distribucion se ve
afectada por la presencia de material vegetal, especialmente cuando la especie del
hongo tiene una fuerte asociackin con una especie vegetal en particular (Leslie y
Surmymerall, 2006}

En campe la muestra de suelo debe ser colectada en los primercs 10-25 em de
profundidad de la rizésfera de la planta (Dita ef al, 2013), tambien se puede colectar
sueln de vehiculos, contenedares, calzado, etc. El suele debe secarse préviamente a su
envic en condicion aseplica por 24 a 48 haras |no usar hormo de secado). 58 requieren
al manos S g por muestra cuando sea posible. Las muestras pusden celocarse en bolsas
da papel o plastice. Identificar la muastra con log mismos datos senalados para tejido
veqearal

8.3.3 Procedimiento para agua

Fl protocalo para a3 recoleccion de muestras de agua es tomado de Corrales et al,
[2018), Para la toma de muestra se utilizan envases con capacidad de 5 L previamerite
esterilizados

Para muestras de agua en movimiento: sumergir las frascos a8 una profundidad de
entre 20 y 30 centimelios a partir de la superficie de la carriente de agua; mantenerlos
en posicion vertical en contra del fluje hidrico para obtener el agua,

FPara muesiras exiraidas de aguas estancadas: sumergir el ervase a una profundidad
de 50 cm para recolectar la muestra. Cuando en ambos casos no sea posible sumergir
al erwvase a las profundidades sefaladas, colectar el agua a la profundidad v cantidad
gue el sitle o perrmita, procurando no transportar suelo, Las muestras deben ser
individuales, no compuestas, Mantener y transportar preferentemente a 5°C,
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Figura 11.- Procodimiento para la toma de muestras de wejido vegetal de plantas de
myusdceas sospechosas o Foo RaT, o v by Corte de un fragmento del pseudotalls. ol Vista del

fr AT EENTO 'i'h.al |_".‘"_'-\.-"'_.'.\_Jl:ii'_.--'_.':||-_": (] A [ [ THIGEI ."I':-\,_|l.. |gae naces wastulares necrosados. d:
Fragmentos de telido afectados dentro de frasco cerrade haometicarmente hslo para soi
ervviado al Bboratond. e] Haces vasculares del psoudotalls diseccionados mastrands:
TECTOGIS QCASIONAda por el o AT D f W -:_J'! Plantamuestteaca con lar CERRSICION gl ;I-"'Ig_i Tiento
cortadao enel lugar ariginal ¥ cublerto con cinta adhesiva para evitar la exposicion de los bejidos

W Ade los exudados al ambiente, |Procedimients y felos por P E E¢ e en Cita of el A BT

B.4 Medios de cultivo

PD& [(Papa Dextrosa Agar)] con acido lacticag
Fapa 120 g
Deaxtross TE5n0

Adar nutritivo 909

Anua destilacla CO0 \—
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Pracedimienta: calocar las trozos de papa en un matraz Erlenmeyer con el agua v
esterilizar en autoclave a 121 °C durante 20 minutos Filtrar el agua de coccion y aforar
a 500 mL. Agregar la dextrosa v el agar, disclver con agitador magnetico. Estenlizar
en autoclave 3121 °C por 20 minutos. Ratirar y dejar entibiar, adicionar 1.5 mlL de acido
lactico al 10%, &n una campana de bicseguridad, vaciar en caas Petrt y dejar
solidificar.

SHA (Spezieller Mahrstoffarmer Agar, Agar especial pobre en nutnentes)
pH P4 19

o 1g

Mg, THZO0 054

b 050

Clucosa 02g

Sacarosa 029

Agua destilada L

Procedimienta en un matraz Erlenmeyer adicionar el agua v todos los reactivas,
mantener en agitador magnetco hasta que se disuebvan losingredientes y estenlizar
en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Retirar y dejar entibiarn, en una campana
de bioseguridad vaciar en cajas Petri y dejar solidificar.

8.5 Elaboracion de montajes

8.5.]1 Preparaciones temporales con cubreobjetos

1| Ob=erdar el crecimiento micelial v de esporodoquios de un cultiva purg con
MEroscopNG eslereascapicn,

21 Tomar un fragmento de micelioy esporodoguios can un alfiler entomaolégico del
FUIMEra 2 0 una aguja de diseccion

3) Adicionar en un portachjeto una gota de medio de montaje {lactofenol o
glicerina con azul de Nilo) y sobre esta gota, colocar el miceho o esporodeguios y
defar hidratar completamente las estructuras para evitar la formacidn de
burbugas de aire.

4] Cubnr fa gota con un cubreokbjetos v presionar kgeramente para distribuir £
rmedic de montaje

5] Calentar por 5 segundos para eliminar burbujas de aire. Obsarvar las estruciuras
CON MICTOSCopio Comipuesio;

B Encasode gue nose aprecien las estructuras, deberd realizarse otra preparacion,

_ -
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8.5.2 Preparaciones temporales con cinta adhesiva

1} Colocar en un portachjetos una gota de medio de montaje con colorante,

Ll Conun pedazode cinta adhesiva transparente tocarn con delicadeza v en lorma
superficial el medio de cultive para cbhtener las estructuras del hongo

3] Pegar la cinta sobre el portaohetos cuidando gue las estructuras queden
dentro de la gota de medio de mantaje.

4| Ohservar con mMicroscopio compuesto para dentificar las estructuras,

B8.5.3 Preparaciones permanentes

1) Colocar una gota de madio de montaje con coloranta {lactofenol, acido lactico
o glicerina) con el fin de hidratar el micelio,

2] adicionar las estructuras schre la gota con ayuda de una agula de diseccion o
de un alfiler entomoldgica del ndmers 2, Elirminar la farmacen de bur bujas con
una aguja o calentar el portaockjetos [sin sobrecalentar] en un mechero,

3] Con ayuda de un sacabocados, formar un anillo de parafing alrededor de la
gota. Para esto, calentar el extremo del sacabocados en un mechero e
introducirle en parafina e inmediatamente colocarlo en perimetro a la gota,

Mota! el diametra del sacabocados debe ser mayor al de |la gota

4] Colocar un cubreabjetos sobre el anille de parafina v calentar hasta gue el anillo
sa derrita, cuidando gue no guedan burbujas de alre en la gota ni en la parafina.
5) Degar enfriar y chssmnar en microscopo cormpussion

8.6 Obtencidon de cultivos puros
B.6.1 Cultivos monosporicos

A continuacion, s& describe una maodificacian de la técnica descrita por Morales, et
arl, (2007 para la obtencion de cultivos monosporicos:

Ty Tormar con alfiler entomoldgico © aguja de diseccion macroconidios & partir de

\h

esporodoquios, o de micelo

Versicn 3.0 52



-'"_'::-Q-

24 Posteriormente, introducinlos en un vial con 1l de agua destilada estéri| para
preparar una suspension, Mezclar por inversion o vortex para homaogeneaizar,

3 Verter la mezcla sobre una caja con medio de cultivo agua agar [AA), distribuir
ios macroconidios en la superfice del medio con un Movimiento oscilatorio y
it su sedimentacion durante 10 segqundaes, decantar el agua sobre papel
absorbents esternl

4] Incubar 4 25 + 3°C durante 1a 2 horas para permitin su germinacion,

5] Observar con microscoplo estereoscopico la germimacion de los rmacroconidios,
tomar un conidic con un bloque del medio de cultive al que se adhirig,
conteniendao un solo macroconidio germinadoy transferirlo a wuna Caja Patri con
el medio de cultivo PRA,

Mota: sl la densidad de conidies no permite tomar una sola espora, repetir todo
al procaedimmiento, perc esta vez, de la mezcla onginal realice diluciones 110 v
[H s8]

Metodologla 2

11

Fartir del inciso 4, una ver germinadas las esparas, observal con un microscopic
compuesto, utilizando el aobjetivo 25 ¥ de aumento, tomar una sola espora
germinada con ayuda de un alfiler entamologico v colocarla cuidadosamente en
el centra de una caja Petri con medio de cultve de interes [PDA, SNA, v fa CTLAL

8.6.2 Punta de hifa

Obtensr cultvos puros a partir de crecimienta rmicehal, utilizando la tecnica de punta
de hufa

1| Chservar con microscoplo esterecscdpico & crecimianto del honga y localizar
una hifa cuyva extrernidad se encuentre libre vy no entrelazada con otras hifas

2) Con un alfiler entomaolagico o aguja de diseccion, separar y cortar el extremao de
l= hifa.

3) Transfenir 1a hifa 3 una caja con el medio de cultivo PEA

&) Incubar a 25 +3°C hasta obtenar el crecimiento del cultivo puro.

L ¥
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9. Historial de cambios

Protocolo de Diagndstico: Fusarium oxysporum fosp, cubense Raza & Tropical
(Marchitez por Fusarium)
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DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL

Protocolo de Diagnéstice: Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical
(Marchitez po a) Versidn 3.0
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