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Cultivo de banano (Musa x paradisiaca)
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en el mundo en el 2020
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Antecedentes de Fusarium oxysporum |NTRODUCC|C')N
f. sp cubense
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(Magdama et al., 2019; Ministerio de Comercio Exterior, 2017)



Métodos de identificacion de Foc R4T INTRODUCCION
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PCR punto final y cuantitativa
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(Singh & Roy-Chowdhuri, 2016), (Aguilera et al., 2014).
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PCR cuantitativa
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OBJETIVOS

Objetivo General

~ Estandarizar métodos de diagndstico de fusariosis causada por Fusarium oxysporum f.
sp. cubense-Raza 4 Tropical (Foc R4T) en plantas de banano

Objetivos especificos

’ Estandarizar un método de diagndstico basado en PCR punto final para la deteccion

temprana de fusariosis en plantaciones de banano.

‘§v Estandarizar un método de diagndstico basado en PCR cuantitativo para la deteccion

temprana de fusariosis en plantaciones de banano.
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HIPOTESIS

La PCR punto final y la PCR cuantitativa son métodos moleculares
optimos para la deteccion de Foc R4T a diferentes concentraciones de
ADN
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Dilucion y cuantificacion de las muestras de ADN

12 1:2 1:2 12
100 ng/ul 50 ng/ul 25 ng/ul 12.5ng/ul  6.25 ng/ul

Se midid la concentracion y la calidad de
las muestras de ADN

METODOLOGIA

Primer ensayo se
realizaron diluciones
seriadas a partir del ADN

de Foc R4T

Segundo ensayo se mezcld el
ADN de Foc con el de banano
y posterior se realizaron las
diluciones
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banano
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PCR punto final

Reactivos de la PCR punto final Preparacion de las
utilizando los primers de Dita et al., 2010 muestras para la PCR

Reactivo Volumen pL (1x)
BlasTag™ 2X PCR MasterMix 6,25
Foc-TR4F 0,5
Foc-TR4R 0,5
Agua libre de nucleasas 4,75
ADN 1
Total 13

Electroforesis de los
amplicones
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PCR cuantitativa

Componentes del Master Mix para gPCR utilizando
los primers y la sonda de Aguayo et al., 2017

METODOLOGIA

Reactivo Volumen pl (1x) Regidn Desnaturalizac  Desnaturalizacid Annealing Extension
Probe 2x gPCR Masteriix 10 Blanco ion inicial n
FWB-TR4 F 0.8 TEC) t(min) T(°C) t{min) T(C) t(min) T(C) t(min)
FWE-TR4 R 0,8
Gen
Sonda FWB-TR4 0.4 e
hipotético 95 5:00 95 0:15 60 0:20 72 0:30
Agua libre de nucleasas 7
(W2987)
ADN 1
Total 20

Para la qPCR se
realizé un duplicado
para cada muestra e e )
de ADN L

Pasitive

Fluorescence

NHegative

Cycles

74

—@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Concentraciones de ADN

Concentraciones y purezas de las muestras

de ADN del primer ensayo

RESULTADOS Y DISCUSION

—]1.8-2.1: Pureza éptima

1.6-1.7: Pureza

CONCENTRACION 260/280 260/230
DE ADN
FOC_D1 (50.7) 1.93 1.26
FOC_D2 (25.4) 1.76 1.15
FOC_D3 (12.5) 1.37 1.16
FOC_D4 (6.4) 1.33 1.17
FOC_P (5) 1.42 1..23
—| 2-2.2: Pureza Optima
— 1.8: Pureza aceptable
A260/230 =

Menor a 1.8; contaminacion

con sales, fenoly
carbohidratos

|_IMenor a 1.5: altamente

contaminado

aceptable
A260/280 —
|| Menor a 1.6: contaminacion
por compuestos aromaticos
|| Menor a 2.1:
contaminado con ARN
CONCENTRACION 260/280 260/230
DE ADN
FOC_B1 (50.3) 151 1.54
FOC B2 (25.2) 1.88 1.50
FOC_B3 (12.2) 1.62 1.26
FOC_B4 (6.1) 1.35 0.98
FOC _BP (5.3) 1.48 0.49

Concentraciones y purezas de las
muestras de ADN del segundo ensayo
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PCR punto final

PRIMER ENSAYO

Electroforesis de la amplificacidon con
el protocolo de AGROCALIDAD

Control positivo C-

Electroforesis de la amplificacion con
un menor tiempo de extension

C- Control positivo

463 pb

3

463 p

RESULTADOS Y DISCUSION
SEGUNDO ENSAYO

Escala de temperaturas de annealing

66°C 64°C 62°C 60°C 60°C

Electroforesis con el nuevo
programa de amplificacion
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PCR cuantitativa

PRIMER ENSAYO

Curvas de amplificacion

Fase estacionaria
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Valores Ct obtenidos de la
amplificacion por gPCR

Concentracion Promedio de Ct
50.7 20.69
254 21.7
12.5 22.33
6.4 24.03
5 24.04

RESULTADOS Y DISCUSION
SEGUNDO ENSAYO

Curvas de amplificacion

1\ Curva de

amplificac
ion de C-

B_Foc_FWB_TR4R.ab1
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Tsp5@oI Adil |Mbol StyDAT
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se 5]

Concentracion Promedio de
(248 bp) Ct
50.3 25.96
25.2 24.22
12.2 24.78
rapsest sasost 6.1 25.79
5.3 26.20
27.87

Valores Ct obtenidos
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Célculo de la eficiencia RESULTADOS Y DISCUSION

. . La eficiencia de la gPCR se calculd con la
Se graficaron las curvas estandar para

ecuacion:
los dos ensayos
Eficiencia = (10” & - 1) x 100%
Curva estandar de amplificacion Donde:
Ensayo 1
245 k: es la pendiente de la ecuacidn
L
g_':ez:: ."'-.
s . El porcentaje de eficiencia para el
” = T e e I segundo ensayo fue del 200%
e R?=10.9423
21
205 .
20 Curva estandar de amplificacion
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log diluciones
26.5
. . . . .3
El porcentaje de eficiencia para el 2 . ‘
primer ensayo fue del 100% 23 e
& 5 ..
p
245 ®
y=-159885x + 27 664
24 R*=0.E8714 ¢
235
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log diluciones
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CONCLUSIONES

El protocolo utilizado para la estandarizacion de la PCR punto final en los dos
ensayos nos dio resultados favorables, en donde se observaron bandas
definidas y del tamafio del fragmento a amplificar que es de 463 pb.

Durante el primer ensayo se estandarizo la técnica de PCR cuantitativa
(qPCR) empleando diferentes concentraciones de ADN de Foc RA4T. Los
resultados obtenidos a partir de la curva estdndar de amplificacion
demostraron una especificidad del 100%

La PCR cuantitativa del segundo ensayo donde se empled diferentes
concentraciones de ADN de Foc R4T mezclado con ADN de banano,
tuvo un porcentaje de eficiencia del 200%, ademas de que se llegd
amplificar el control negativo, indicandonos altos niveles de
contaminacion los cuales interfieron durante la amplificacidon
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RECOMENDACIONES

Se recomienda que al momento de realizar las alicuotas de los cebadores,
se utilicen puntas con filtro para asi evitar la contaminacion de estos con

algun microorganismo exogeno

Para realizar las diluciones y preparar las mezclas de reaccion es
recomendable realizarlo en la camara de flujo laminar, con micropipetas
calibradas y limpias para prevenir la contaminacion de las muestras

De igual manera para realizar las diluciones y preparar la mezcla de
reaccion se recomienda utilizar alicuotas de agua libre de nucleasas que no
hayan sido preservadas durante mucho tiempo, para asi evitar que la
calidad de las diluciones de ADN no sea deficiente

Se recomienda que antes de utilizar la sonda o colorante para la preparacion del
Master Mix de la qPCR se mantenga en un lugar oscuro debido a que son
fotosensibles
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