7% UNIVERSIDAD
 DE ANTIOQUIA

Protocolo de vigilancia fitosanitaria, capacitacion y deteccion instrumental y analitica con

caracteristicas metroldgicas de Foc R4T

Monica Patricia David Gonzélez

Monografia presentada para optar al titulo de Especialista en Gestion y Aseguramiento de la

Calidad de Laboratorios Clinico y de Ensayo

Asesora

Nathalia Andrea Gémez Grimaldos, Ph.D (C) en Biotecnologia

Universidad de Antioquia
Escuela de Microbiologia
Especializacion en Gestion y Aseguramiento de la Calidad de Laboratorios Clinico y de Ensayo
Medellin, Antioquia, Colombia
2024



Cita (David Gonzalez & Gémez Grimaldos, 2018)

David Gonzalez, M.P., & Goémez Grimaldos, N. A. (2024). Protocolo de vigilancia
Referencia fitosanitaria, capacitacion y deteccion instrumental y analitica con
caracteristicas metrologicas de Foc R4T [Monografia]. Universidad de

Estilo APA 7 (2020) Antioquia, Medellin, Colombia.

OLSASs ()IOO

Especializacion en Gestion y Aseguramiento de la Calidad de Laboratorios Clinico y de Ensayo, Cohorte I.

Vicerrectoria de Docencia de Bibliotecas

UNIVERSIDAD
: DE ANTIOQUIA Sistema
Biblioteca Carlos Gaviria Diaz

Repositorio Institucional: http://bibliotecadigital.udea.edu.co

Universidad de Antioquia - www.udea.edu.co

El contenido de esta obra corresponde al derecho de expresion de los autores y no compromete el pensamiento
institucional de la Universidad de Antioquia ni desata su responsabilidad frente a terceros. Los autores asumen la
responsabilidad por los derechos de autor y conexos.



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ...

Dedicatoria

A mi familia.

Agradecimientos

A DIOS.



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ...

Trabajo de monografia

Aprobado:

Nathalia A. Gomez G

Asesor




PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 5

Tabla de contenido

RESUIMEI ...ttt ettt et et e be e st e sae e e bt esaeeeabeenaneenne 8
AADSEIACE ..ttt ettt h et a e bt et e h e bttt ea e bt et e h b e nh e et e eatenaeenne s 9
INEEOAUCCION ..ttt ettt st e bt et b et e b ebtenbe et e eanenaes 10
1 Planteamiento del problema...........ccooeciiiiiiiiiiiiiiciiee e 11
2 JUSHIFICACTON ...ttt ettt sttt et s b e bt et e e bt e bt et eate bt enbeeanenaes 13
3 ODJELIVOS .eeeniieiniieeiieeiie ettt et et e e bt e st e e bt esteeeabe e teeeabe e seeeabe e beeeab e e bt e enbeeseeenbeenseeenbeeseeenreenne 14
4 IMIATCO TEOTICO «.euvterveenteeitesitete et et et et e st e bt eatesh e e bt et e sse e bt eatesbeenbeeatesbte bt enbeestenbeenseeseenbeentesnnenaes 15
5 MELOAOLOZIA ...ttt ettt ettt ettt et ettt e e bt e eabe e bt e eabeeneeenneenne 19
0 RESUILAAOS ...ttt ettt ettt ettt ettt eat e bt e bt e nae et 20
6.1. Métodos disponibles para la deteccion de FOc RAT........coooiiiiiiiiiiiiiiiecieeeeeeee, 20
6.1.1. PCR CONVENCIONAL. .....eouiiitiiiiiiiiiiiieitete ettt ettt 20
6.1.2. PCR cuantitativa en tiempo real 0 qPCR .........coooviiiiiiiiiiiieceee e 21
6.1.3. PCR Digital por gotas (AdPCR) .......cc.coiiiiiiiiiiiicieeecee et 23
6.1.4. Amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) .......ccoeviiiiiiniiiiieieeieeeeee, 23

6.2. Ventajas, desventajas, diferencias entre los métodos disponibles para la deteccion de Foc
R . ettt ettt ettt ettt b e bt eh e bt e n et e e bbb be b bt neenes 24
6.3. Importancia de la prevencion de Foc R4T en el cultivo de banano ...........cccccceeeveeieennnne. 26
6.4. Protocolo de bioseguridad y deteccion de FOc RAT ......cccooiiiiiiiiiiiiieieiecceeeee, 27
T DISCUSION ...ttt ettt et s h e bt et sh et e e e e s bt e bt e st e sb e e bt eat e e bt et e eabesbeenbeeaaenaeenbeas 29
8 CONCIUSIONES ...uvevviiteiieie ettt ettt ettt ettt h ettt s a et e e eb e e bt et e eb e e bt et e eatenbeenaesatenaeenteas 31
O RECOMENAACIONES ......vevveiieniieiieeitet ettt ettt ettt sh bt et s et e bt e st e sbe e besa b e s bt et e eatesbeebeeaaesaeenteas 32

RETETEIICIAS . neseeesmnssmnssemsmnnsmnmnmnnnmnnnns 33



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 6

Lista de figuras

Figura 1 Protocolo de bioseguridad y deteccion de Foc RAT. ......cccooviiiiieiiiiiiiiiiiieeeeee 27



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ...

Siglas, acronimos y abreviaturas

App Aplicacion de software movil

ddPCR Reaccion en cadena de la polimerasa digital por gotas

Foc R4T Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 Tropical

ICA Instituto Colombiano Agropecuario

IGS Regiones espaciadoras intergenénicas

LAMP Amplificacion isotérmica mediada por bucle

LOD Limite de deteccion

OIRSA Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria
PhD Philosophiae Doctor

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

qPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
RAPD Amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico

SCAR Region Amplificada de Secuencia Caracterizada

ssp Especies por definir

SYBR Colorante de unién de ADN bicatenario

UdeA Universidad de Antioquia



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 8

Resumen

El banano, Musa spp., es una de las frutas mas consumidas a nivel mundial por su alto valor
nutricional, siendo este un cultivo relevante para la seguridad alimentaria e importante como fuente
de ingreso para familias de paises en desarrollo, fortaleciendo la economia local. En Colombia, los
principales productores y exportadores de banano, son los departamentos de Antioquia y
Magdalena con un area total cultivada de aproximadamente de 53.000 hectareas, las cuales estan
amenazadas por la presencia de Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 tropical (Foc R4T) en
el pais desde el 2019. Este hongo es responsable de la enfermedad denominada marchitez por
Fusarium, reconocido por generar la muerte de la planta y permanecer en el suelo por largos
periodos de tiempo. La propagacion de Foc R4T conlleva a elevadas pérdidas econdmicas, por
tanto, es necesario incentivar la cultura y la aplicacion de estrategias para evitar, mitigar y contener
el hongo en los predios bananeros mediante herramientas basadas en la bioseguridad, la
capacitacion y la deteccion oportuna de la enfermedad a partir del uso de técnicas instrumentales
moleculares. Presentar un protocolo que integre estos factores hace parte del objetivo de este
documento por medio de la recopilacion y analisis de informacion relacionada con la importancia
de la deteccion precisa y oportuna, las normas de bioseguridad y tecnologias implementadas que

contribuyen a la proteccion biologica de la produccion en la agroindustria bananera.

Palabras clave: banano, Fusarium, enfermedad, bioseguridad, deteccion.
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Abstract
Banana, Musa spp., is one of the most consumed fruits worldwide due to its high nutritional value,
being a relevant crop for food security and important as a source of income for families in
developing countries, strengthening the local economy. In Colombia, the main producers and
exporters of bananas are the departments of Antioquia and Magdalena with a total cultivated area
of approximately 53,000 hectares, which are threatened by the presence of Fusarium oxysporum
f.sp. cubense Tropical Race 4 (Foc R4T) in the country since 2019. This fungus is responsible for
the disease called Fusarium wilt, recognized for causing the death of the plant and remaining in the
soil for long periods of time. The spread of Foc TR4 leads to high economic losses, therefore, it is
necessary to encourage culture and the application of strategies to avoid, mitigate and contain the
fungus in banana farms through tools based on biosafety, training and timely detection of the
disease through the use of molecular instrumental techniques. Presenting a protocol that integrates
these factors is part of the objective of this document through the collection and analysis of
information related to the importance of accurate and timely detection, biosafety standards and
implemented technologies that contribute to the biological protection of production. in the banana

agroindustry.

Keywords: banana, Fusarium, disease, biosafety, detection.
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Introduccion

El banano, es una de las frutas mas consumidas en el mundo, este cultivo es considerado
lider en el comercio agricola en relacién a la demanda de las importaciones como dinamizador de
la economia, con una proyeccion de incremento en produccion de 25 mil millones de dolares, es
decir, de 4.5 % entre los afios 2022 a 2027, segun la tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR)
(Voora et al., 2023). Colombia ocupa el quinto puesto de paises exportadores después de Ecuador,
Guatemala, Costa Rica y Filipinas; con un total de 106 millones de cajas exportadas en el afio 2022

contribuyendo significativamente al PBI agricola del pais (Adicomex, 2024; Aguirre, 2024).

Actualmente, el cultivo de banano enfrenta desafios que interfieren directamente o
indirectamente con la productividad de la fruta, como la presencia de microorganismos
fitopatogenos, control de arvenses, diversidad microbiana, propiedades fisicas y quimica del suelo,
entre otros, que hacen parte del conjunto de factores que favorecen la manifestacion de
enfermedades devastadoras como la marchitez por Fusarium, causada por el hongo Fusarium
oxysporum f.sp. cubsense Raza 4 Tropical (Foc R4T), siendo la Raza 1, el responsable del descenso

del cultivo de banano Gros Michel entre las décadas de 1950 y 1960 (Thangavelu et al., 2022).

Pese a esto, con el cambio de mercado asociado a esta fruta, la presencia y amenaza de Foc
RA4T esta vigente en los paises productores de banano Cavendish, con lo cual se han empleado
herramientas para contener, mitigar y prevenir el ingreso o la dispersion del patdogeno en predios
bananeros mediante la deteccion oportuna del mismo y planes de manejo integrado que incluye
principalmente practicas culturales, bioseguridad, cambios del modelo productivo y materiales

vegetales de clones promisorios (Rodriguez-Yzquierdo et al., 2023).

La deteccion temprana y precisa de la enfermedad del cultivo es esencial para implementar
estrategias de manejo efectivas y minimizar su impacto en la produccion bananera, con base a esto,
el objetivo de este trabajo se fundamenta en el desarrollo de un programa integral de bioseguridad
teniendo en cuenta la capacitacion del personal y la implementacion de técnicas de identificacion

del Foc R4T, como mecanismo de prevencion, manejo y control de la enfermedad.
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1 Planteamiento del problema

La agricultura en Colombia es una de las actividades econémicas mas importantes, cultivos
como el café, las flores y el banano hacen parte de los productos agricolas con mayor exportacion
a nivel nacional. Del cultivo de banano se producen dos tipos, banano criollo o de consumo interno
y de exportaciéon, ambos participan activamente en la economia del pais, el segundo en mayor
medida que el primero, posicionando a Colombia como el quinto pais exportador mundial de

banano (MinAgricultura & Direccion de Cadenas Agricolas y Forestales, 2020).

El cultivo de banano puede verse afectado por problemas fitosanitarios, los cuales generan
pérdidas econdémicas considerables, algunos problemas como, la presencia de las Sigatokas
amarilla y negra, los nematodos fitoparasitos, ataque de insectos, pudricion acuosa o bacteriosis,
Moko, enfermedades virales y marchitez por Fusarium (Drenth & Kema, 2021). Esta tltima es
considerada una de las enfermedades mas destructivas de las Musaceas (platano y banano), la cual
es ocasionada por el hongo Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 Tropical (Foc R4T), una vez
éste coloniza la planta causa dafios irreversibles. La raza 4 de Foc que actualmente amenaza estos
cultivos se ha diseminado en algunos paises de Asia, Africa y América generando pérdidas anuales
que han superado los 200 millones de ddlares (Fontagro, 2022), motivo por el cual en varios paises
se adelantan investigaciones con el fin de evitar el ingreso o mitigar la presencia de este

fitopatogeno.

El control y la propagacion de la enfermedad causada por Foc R4T es uno de los retos que
promueve la blisqueda de soluciones, con el fin de evitar principalmente la extincion de las
variedades de banano Cavendish, debido a que es un microorganismo que permanece en el suelo
durante un largo periodo de tiempo sin perder vitalidad o viabilidad celular (Drenth & Kema,
2021). Es un hongo que se propaga rapidamente, razon por la cual, afecta la produccién mundial
de banano e incluso de platano, sumando las estructuras de resistencia que posee Foc R4T para
facilitar su permanencia en el suelo hasta por mas de 20 de afios, inhabilitando los predios para el
cultivo de esta fruta o de otras, generando un impacto catastréfico para la agroindustria bananera

principalmente (Martinez-Solérzano & Rey-Brina, 2021).
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Debido a que hasta la fecha se desconoce un método de erradicacion total de este
fitopatogeno, los esfuerzos actuales se centran en el reconocimiento exhaustivo de sintomas
externos en campo, ya que estos pueden ser confundidos con deficiencias nutricionales de la planta
(Parlamas et al., 2022), ademas de la morfologia del cultivo y en la determinacion de caracteristicas
microscopicas, como micelio y esporas, sin embargo, estos métodos requieren tiempo y experiencia
para indicar la correspondencia de microorganismo asociado a la enfermedad, sin mencionar que

carecen de precision y exactitud (Thangavelu et al., 2022).

Por otro lado, las técnicas moleculares son ampliamente utilizadas, estas se basan
principalmente en la extraccion y purificacion de DNA de buena calidad, para posterior aplicacion
de métodos de amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por siglas en
inglés) convencional, PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), PCR digital por gotas (ddPCR),
entre otros, (F. Garcia-Bastidas et al., 2020); sin embargo, la obtencion del material genético a
evaluar con estas técnicas requiere caracteristicas especificas y tiempo para una confirmacion
acertada, en algunos casos es necesario evaluar diferentes cebadores (primers), deltas de
temperatura y concentracion, lo que puede generar retrasos en la entrega de resultados y asociado
a la posible dispersion y expansion de la enfermedad en otras dreas o lotes del cultivo (Parlamas et

al., 2022).

En este contexto, se deben analizar las ventajas y desventajas de las técnicas moleculares,
como la PCR convencional, qPCR y ddPCR, comparando entre las mismas y con otras técnicas,
teniendo en cuenta el tiempo necesario para obtener resultados con cada técnica, asi como la
precision y sensibilidad, con el fin de optimizar el proceso de diagnostico para lograr resultados

mas rapidos y confiables.



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 13

2 Justificacion

El eje bananero del Uraba Antioquefio agrupa cuatro municipios, los cuales dinamizan el
desarrollo del pais; a partir de esta actividad se producen mas de 4 millones de toneladas de banano
al afio, es decir, un estimado de $1.000 millones USD y se generan cerca de 300.000 empleos
directos e indirectos, representando en gran parte el sustento de algunas familias de la region

(Tinoco, 2024).

Sin embargo, el cultivo se ve afectado por una variedad de factores como los asociados a la
produccion; clima, suelo, agua, manejo de cultivo, plagas y enfermedades. La presencia del hongo
Foc R4T tiene un impacto devastador en la industria bananera de América Latina y el Caribe, la
enfermedad causada por este ha provocado una notable disminucién en la produccion de banano,
lo que se traduce en importantes pérdidas econdomicas para los productores de la region y el mundo,
considerando que esta enfermedad tiene la capacidad de afectar a diferentes variedades de la fruta,
lo que podria tener repercusiones en el comercio internacional y la seguridad alimentaria

(Rodriguez-Yzquierdo et al., 2023).

Actualmente se buscan estrategias para evitar la dispersion del patogeno, incluyendo
metodologias basadas en el diagndstico a partir de imagenes de espectroscopia (Parlamas et al.,
2022) hasta el desarrollo de cultivares resistentes (Zhou et al., 2023); sin embargo, con la premura
de un diagnostico oportuno se realizan estudios detallados sobre técnicas moleculares para analisis
genético.

Bajo este panorama, el diagnostico temprano de Foc R4T es esencial para prevenir la
propagacion de la enfermedad y minimizar su impacto en la industria bananera, hoy en dia se toman
medidas de prevencion, restriccion y contencion para evitar la propagacion del fitopatdogeno, se
estima que el costo de implementar cuarentena y bioseguridad durante el primer afio en fincas con
produccion orgénica en el departamento de La Guajira, esta alrededor de 350 USD por ha/afio y un
costo de mantenimiento 160 USD ha/afio, esto teniendo en cuenta que en Colombia Foc R4T fue

reportado en 2019 (Martinez et al., 2023).
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Con base a esto, es fundamental tomar medidas urgentes para controlar la propagacion de
Foc R4T y proteger la industria bananera mediante estrategias de manejo efectivas, asi como
inversiones en investigacion y desarrollo, integrando técnicas moleculares para la deteccion y/o
diagnostico del hongo en plantas sintomaticas, asintomaticas u otras matrices como agua y suelo
(Matthews, 2019). El conocimiento de estas técnicas es crucial para diferenciar entre Foc R4T y
otras cepas de Fusarium que no son tan agresivas, ademas para rastreo del patogeno en el ambiente,
comprender mejor su epidemiologia, desarrollar estrategias de manejo mas efectivas, monitorear
la eficacia de las medidas de control implementadas e identificar la enfermedad de manera

temprana y precisa, lo que permite tomar medidas de control oportunas (Magdama et al., 2019).

3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar un programa integral de bioseguridad para el personal en campo, que ayude a

prevenir la presencia de Foc R4T y mitigar su impacto en la produccion bananera.

3.2 Objetivos especificos

e Presentar técnicas instrumentales de identificacion del Foc R4T eficientes en términos de
confiabilidad, tiempo de ejecucion y resultados, que se usan para identificar la enfermedad del
cultivo del banano.

e Establecer la importancia de la capacitacion al personal que realiza labores en campo de la
produccion bananera, sobre la importancia de la prevencion del Foc R4T para fomentar una cultura
de bioseguridad y compromiso en la lucha contra esta enfermedad fitosanitaria.

e Especificar las acciones y cultura de bioseguridad que debe desarrollar el personal en campo

para prevenir la presencia del Foc R4T y mitigar su impacto en la produccion bananera.
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4 Marco teorico

El banano y el platano son pertenecientes al género Musa, originarios del Sudeste asiatico
y pacifico, este es un género muy diverso; las especies Musa, M. acuminata y M. balbisiana, asi
como sus hibridos son actualmente los mas producidos, las diferencias del genoma se identifican
como A y B, respectivamente. Con la hibridacion natural se han desarrollado frutos diploides,
triploides y tetraploides, como ‘Lady Finger’ (AAB), ‘Gros Michel’ (AAA), el llamado banano
‘seda/silk’ (AAB), ‘Pisang awak’ (ABB), entre otros (Drenth & Kema, 2021; F. Garcia-Bastidas
et al., 2020).

La amenaza sobre este cultivo asociada a Foc es constante, debido principalmente a la
coevaluacion del género Musa con fitopatégenos, con base a esto, se considera que la cepa de Foc
Raza 1 se introdujo desde Asia hasta América mediante el transporte de material vegetal para el
inicio de la produccion bananera. El primer reporte fue en Australia en 1874, sin embargo, luego
de dieciséis afios, en la década de 1890 se observé por primera vez la marchitez por Fusarium en
Panamé y Costa Rica, con posterior extension a Centro y Sur América, establecida en Colombia
desde 1929, afectando principalmente las plantaciones de Gros Michel, una variedad altamente
susceptible (Drenth & Kema, 2021; F. Garcia-Bastidas et al., 2020; Martinez-Sol6rzano et al.,
2020).

En las décadas 1950 y 1960 la Raza 1 de este fitopatdgeno, causé dafios tan severos a nivel
mundial en la produccion de banano Gros Michel que la industria bananera se vio obligada a
cambiar a la variedad Cavendish (Musa AAA), resistente al hongo, lo cual gener6 cambios y
adaptacion del mercado a los nuevos clones, siendo esta variedad (AAA) una de las de mayor
produccion y comercializacion actualmente, con un estimado de exportacion de 22,3 millones de
toneladas por un valor de 13,8 mil millones de dolares al afio en el 2022. A pesar de que esta era
una alternativa para el aseguramiento de la agroindustria bananera, la evolucion del fitopatogeno
ha permanecido en el tiempo sin encontrar hasta la fecha formas de erradicacion (Martinez-

Solérzano et al., 2020; Thangavelu et al., 2022).
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La patogenicidad de Foc radica en la division fisiologica de razas, Foc raza 1, raza 2, raza
3 y raza 4, esta ultima se puede dividir en raza subtropical 4 (STR4) y raza tropical 4 (R4T o TR4,
segun siglas en Inglés). La primera de estas afecta los clones de los subgrupos Silk (banano
Manzano, Musa AAB), Gros Michel (Musa AAA), Pisang awak (ABB), Abaca (AA), Maqueio
(AAB) y Pome (AAB); laraza 2 ataca los bananos de coccion, clones del subgrupo Bluggoe (ABB)
y algunos tetraploides (AAAA); laraza 3 afecta diferentes especies de Heliconia spp., esta no afecta
el banano por lo tanto no se considera dentro del esquema de Fusarium spp. que afecta el banano.
Finalmente, la raza 4 dividida en raza 4 subtropical (SR) y tropical (TR), segun la zona donde causa
enfermedad afecta los clones de Cavendish, en este caso, Foc R4T es fitopatogeno en ambas

condiciones (F. Garcia-Bastidas et al., 2020; Garcia-Velasco et al., 2020; Zhou et al., 2023).

Dentro de esta raza se considera que Foc R4T presenta mayor virulencia que la raza
subtropical debido a que puede colonizar en presencia o ausencia de condiciones de estrés abiotico.
Este fitopatogeno es transmitido por el suelo permaneciendo en esta matriz por largos periodos de
tiempo debido a la produccién de estructuras resistencias, clamidosporas. Al permanecer latentes
son estimuladas para germinar cuando se generan exudados de la raiz en la planta independiente
de que sea huésped o no; la penetracion de los tubos germinativos a las raices secundarias o
terciarias ocurre directamente o a través de heridas y posteriormente invade el sistema vascular,
una vez se instala en la zona vascular de las raices laterales, se produce infeccion en el rizoma
obstruyendo la absorcion de nutrientes y el transporte de agua desde el pseudotallo hasta las hojas

(M. Dita et al., 2018; Martinez-Solérzano et al., 2020).

En los clones de banano Cavendish se identifico por primera vez Foc R4T en Taiwén en
1989, posteriormente se identifico en Malasia e Indonesia, sudeste asidtico, de donde se considera
es originario. En esta zona y norte de Australia se identifico en 1990 la presencia del fitopatogeno,
permaneciendo confinado por més de 20 afios generando cuantiosos dafios. La extension llego hasta
el Medio Oriente en 2013, a partir de ese momento se reportaron casos en partes de la India, Africa
y Europa. A pesar de la contencion en 2019 se reportd por primera vez en América Latina,
puntualmente en Colombia, alertando a los paises productores y exportadores cercanos a este a
tomar medidas, no obstante, en 2021 y 2023 se reporté en Pert y Venezuela, respectivamente

(Garcia-Bastidas, 2022; Martinez et al., 2023).
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El primer en caso de Foc R4T en Colombia proviene del departamento de la Guajira,
extendiéndose hasta la fecha en el Magdalena (ICA, 2023), situacion que genero la implementacion
de medidas estrictas de bioseguridad en las fincas bananera como desinfeccion de herramientas y
equipos, uso de ropa y calzado exclusivo para la finca, control del movimiento de personas y
vehiculos, restriccion del acceso a dreas infectadas. Adicionalmente, se han creado planes y
convenios para combatir Foc R4T que incluyen vigilancia epidemioldgica, capacitacion a
productores, investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias y fortalecimiento de la bioseguridad

(ICA, 2021).

El uso de desinfectantes es una herramienta para la gestion integrada del manejo de la
enfermedad, este reduce el riesgo de introduccion en fincas sanas o prevenir la propagacion del
hongo dentro de una finca afectada, disminuyendo la cantidad de in6culo presente principalmente
en superficies. Sin embargo, se debe tener en cuenta la naturaleza del producto debido a que
algunos de estos son corrosivos y se inactivan en presencia de suelo, de igual forma se debe
considerar el tiempo de exposicion, frecuencia de aplicacion, tipo de esporas, entre otros (Meldrum

et al., 2013; Nguyen et al., 2019; Salacinas et al., 2022).

Considerando este como un método preventivo para el manejo de Foc R4T, se puede
confirmar la eliminacion o supervivencia del hongo mediante técnicas moleculares instrumentales,
lo cual contribuye a las estrategias de control y bioseguridad al evaluar la eficacia de las medidas
de desinfeccion. Las técnicas de diagnostico molecular permiten identificar la presencia del
fitopatdgeno en sus primeras etapas, incluso antes de que aparezcan sintomas visibles, ademas de

rastrear la dispersion del hongo dentro de una region o pais (Ullah, 2019).

.....

hongo proveniente de tejido vegetal, una vez obtenido este fueron analizadas diferentes regiones
del genoma aplicando inicialmente la metodologia descrita por M. A. Dita et al., (2010), luego las
indicaciones descritas en el kit comercial Clear®Detections TR4, y posterior ensayo de
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), seguido de pruebas de patogenicidad y

secuenciacion del ADN (Garcia-Bastidas, 2022). La investigacion avanza en pro de identificar
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marcadores moleculares especificos en el genoma de Foc R4T, permitiendo el desarrollo de
técnicas mas precisas y especificas para su deteccion, ademas de aumentar la sensibilidad y reducir
el tiempo de andlisis, adaptandose asi a las necesidades especificas de la vigilancia y el control de

la enfermedad en las regiones bananeras (Martinez-Soldrzano et al., 2020).
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5 Metodologia

La metodologia utilizada en esta monografia se centra en la recopilacion y analisis de
informacion relevante relacionada con la importancia del diagnéstico certero y oportuno de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical 4 (Foc R4T), un hongo que afecta el cultivo
de banano, mediante técnicas moleculares como la PCR convencional, PCR en tiempo real, PCR
por gotas, entre otras. Para ello, se llevd a cabo una revision exhaustiva de la literatura cientifica
disponible en bases de datos como PubMed, Google Scholar y Web of Science, utilizando términos
de busqueda especificos relacionados con el tema. Se seleccionaron estudios relevantes asociados
a la deteccion y caracterizacion de Foc R4T mediante técnicas moleculares, incluyendo
investigaciones que evaluian la sensibilidad, especificidad y eficacia de estas técnicas en diferentes

contextos.

Posteriormente, se analizaron los datos recopilados para identificar tendencias, patrones y
conclusiones relevantes sobre la importancia del diagndstico molecular para el manejo efectivo de
Foc R4T en los cultivos de banano. Se realiza la comparacion de las diferentes técnicas moleculares
utilizadas o sus modificaciones, asi como a su aplicacion préctica en la deteccion temprana y la
prevencion de la propagacion de la enfermedad. Ademas, se discuten posibles areas de mejora en

las técnicas de diagndstico molecular y se exploran nuevas tendencias y desarrollos en este campo.

Asi mismo, se realizd la busqueda de la informacion asociada a la necesidad de implementar
herramientas de bioseguridad y programas de capacitacion de personal, basada principalmente en
articulos técnicos, informes de organizaciones nacionales e internacionales, informes de prensa,
analisis estadisticos, entre otros, para finalmente consolidar, comparar y sintetizar los principales

hallazgos.



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 20

6 Resultados

6.1. Métodos disponibles para la deteccion de Foc R4T.
6.1.1. PCR convencional.

Técnica molecular ampliamente utilizada para el diagnostico de Foc R4T. Esta técnica se
basa en la amplificacion de una region especifica del ADN del hongo mediante la accion de una
enzima llamada ADN polimerasa. La amplificacion de este ADN permite detectar la presencia del
patdégeno proveniente principalmente de tejido vegetal; para esto se utilizan primers especificos
disefiados para amplificar regiones genéticas especificas del patogeno, es decir secuencias de ADN
unicas que estan presentes en el genoma de Foc R4T, permitiendo diferenciarlo de otras razas de
Foc y de otros patdgenos. La PCR convencional implica ciclos de amplificacion repetidos y una
deteccion final de los productos de PCR mediante electroforesis en gel permitiendo visualizar el

tamano y la cantidad de los fragmentos de ADN amplificados (Mackay, 2004).

A pesar de ser uno de los métodos mas utilizados, se pueden presentar casos de falsos
positivos o falsos negativos, lo cual conlleva al empleo de otras técnicas como complemento para
un andlisis confiable (F. Garcia-Bastidas et al., 2020; Garcia-Bastidas, 2022); este tipo de
situaciones genera sobrecostos, pérdidas de produccion, propagacion de la enfermedad, entre otros.
En el caso del andlisis de grupos de compatibilidad vegetativa (VCG) se presentan mayores
dificultades, dado que, a pesar que sea el patdogeno de interés, en algunos casos no es posible
amplificar los aislados de Foc con los primers convencionales debido a variaciones del genoma,
puntualmente en las cepas de Foc R4T Indias, lo que genera el desarrollado de marcadores
moleculares especificos dirigidos a los genes efectores para la deteccion precisa del fitopatogeno
(Thangavelu et al., 2022). En Ecuador se han realizado analisis filogenéticos basados en regiones
TEF e IGS, aunque estudios previos reportan incongruencia entre ambos, los andlisis basados en
PCR de ambas regiones sugirieron que los aislados de Ecuador comparten un unico ancestro

comun, es decir, comprenden un solo linaje clonal en Foc Raza 1 (Magdama et al., 2020).

En Colombia y parte del mundo el VCG mas estudiado corresponde al VCG 01213/16, este

fue identificado por primera vez en Taiwan afectando los bananos Cavendish (Garcia-Bastidas,
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2022). Con base en esto se han empleado los primers Foc R4T F y Foc R4T R asociados a la region
del espaciador intergénico (IGS) y al espaciador interno transcrito (ITS) (M. Dita et al., 2010);
también los primers W2987 F y W298 R que codifican una proteina hipotética diferencial de otros
genotipos relacionados con Foc, los cuales fueron desarrollados a partir de una cepa mutante y una
PCR entrelazada asimétrica térmica (TAIL-PCR) para aislar la secuencia desconocida que esta

adyacente de una conocida (Li et al., 2013).

Adicional a estos, se conoce la importancia de los genes secretados en el xilema (SIX)
debido a que comprenden la tinica familia conocida de efectores en F. oxysporum, a partir de esto
se evalua si con la variacion de secuencia de los genes SIX es posible detectar razas o diferentes
VCG asociadas al marchitamiento por Fusarium. Carvalhais et al., (2019), propone el método de
validacion basado en los estandares internacionales propuestos en las “Directrices para la
validacion y verificacion de métodos de prueba cuantitativos y cualitativos”. Los autores incluyen
la especificidad analitica inter e intraespecifica, sensibilidad, robustez, repetibilidad y

reproducibilidad.

Para validar la especificidad del ensayo, evaluaron diferentes primers con varias especies
de Fusarium incluyendo distintas formas especiales de F. oxysporum y VCG de Foc. La
sensibilidad se realiz6 a partir de un control positivo diluido en serie, por otro lado; para determinar
la robustez se utilizaron 2 enzimas Taq Polimerasa y termocicladores diferentes; adicionalmente
los autores garantizan la repetibilidad y reproducibilidad con el mismo y diferente operador,
respectivamente, sin olvidar las comparaciones con los métodos convencionales de PCR, para

finalmente concluir que el método cumple con los criterios evaluados (Carvalhais et al., 2019).

6.1.2. PCR cuantitativa en tiempo real o gPCR

La PCR en tiempo real, también conocida como qPCR o cuantificacion por PCR, es una
variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que permite amplificar y simultaneamente
cuantificar el producto de la amplificacion de 4cido desoxirribonucleico (ADN) a tiempo real. A
diferencia de la PCR convencional, que solo determina la presencia o ausencia de ADN al final del

proceso, la PCR en tiempo real ofrece una medicion continua de la cantidad de ADN a medida que
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se produce la amplificacion mediante el uso de fluoréforos especificos que se unen al ADN
amplificado durante el proceso de PCR y emiten fluorescencia en proporcion a la cantidad de ADN
presente. Se considera esta técnica como altamente sensible y especifica, es decir que puede
detectar incluso cantidades minimas de material genético objetivo en la muestra y discriminar entre

secuencias genéticas muy similares (Mackay, 2004).

Actualmente la qPCR es utilizada para la deteccion de Foc R4T a partir de raices y cormo,
incluso se considera la determinacion de la biomasa como la cuantificaciéon genémica del nimero
de copias de genes mediante esta técnica (Zhou et al., 2023). Para verificar la infeccion de plantas
por este patdgeno se puede realizar una PCR multiple con dos pares de Primers en simultdneo y
una qPCR empleando SYBR Green con el kit comercial para diagndstico molecular
ClearDetections TR4 (Fernando. Garcia-Bastidas et al., 2019). Este kit permite la deteccion rapida
del hongo, para esto se utilizan primers especificos disefiados por (M. A. Dita et al., (2010) basados
en una Unica mutacion de la Region Intergénica Espaciadora (IGS), sin embargo, dada la
variabilidad genética de Foc R4T para andlisis en Indonesia se sugiere emplear otro método de

diagnostico como complemento a este (F. Garcia-Bastidas et al., 2020).

La principal amenaza para el cultivo de banano en condiciones climaticas tropicales o
subtropicales esta asociado al VCG 01213/16, sin embargo, se ha considerado el VCG 0121 como
potencialmente peligroso, razén por la cual se desarrolld una prueba de PCR en tiempo real para
detectar con precision ambos grupos. Para esto, las investigaciones realizadas se basan en la
secuencia de un supuesto gen de virulencia descrito previamente por Lin et al. 2013, con el fin de
desarrollar una combinacion especifica de sonda de hidrélisis/primers para la deteccion de cepas

tropicales de raza 4 de Foc (F. Garcia-Bastidas et al., 2020).

Aguayo y colaboradores (2017), optimizan condiciones y parametros de la qPCR, como
concentracion, tiempo, temperatura, entre otros; adicionalmente, evaluan pardmetros de
desempefio como especificidad analitica, sensibilidad analitica, robustez, reproducibilidad y
repetibilidad, teniendo en cuenta la norma a norma PM7/98 de la Organizacion Europea y
Mediterranea de Proteccion Fitosanitaria (EPPO). Para el desarrollo de las pruebas se realizan

multiples extracciones de ADN, seguido de diluciones, comparaciones, evaluacion de métodos y



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 23

réplicas, y andlisis de datos; con resultados satisfactorios esté es un referente para aplicaciones de

pruebas reglamentarias en material vegetal de banano (Aguayo et al., 2017).

6.1.3. PCR Digital por gotas (ddPCR)

El principio de la técnica se basa en la division de la muestra en multiples reacciones
individuales, para esto la dispersion del ADN se realiza uniformemente entre las gotas generadas
mediante la emulsion con aceite, posteriormente estas moléculas son amplificadas y cuantificadas
individualmente. Cada fraccion podré contener o no la secuencia de interés, finalmente las tnicas
gotas que amplifican y producen una sefial fluorescente son aquellas que contienen el fragmento
objetivo, consideradas como gotas positivas. Posterior a esto se cuenta y analiza el porcentaje de
gotitas positivas durante el paso de deteccion de la sefial de fluorescencia teniendo en cuenta la
distribucion de Poisson para determinar la cantidad absoluta de los 4cidos nucleicos de interés (Hou

etal., 2023).

Esta técnica ha sido probada con el fin de obtener una cuantificacion sensible y precisa de
Foc R4T a partir de muestras de tejido vegetal, suelo y agua; no obstante, las muestras de agua de
drenaje, pediluvio y suelo, aunque fueron inoculadas artificialmente requieren un desarrollo del
método completo, teniendo en cuenta la concentraciéon y compuestos degradadores que causan
inhibicion de la técnica. En el caso de plantas sintomaticas y asintomaticas inoculadas artificial o
naturalmente los resultados son positivos para la deteccion de Foc R4T incluso en bajas

concentraciones (Lovera et al., 2023).

6.1.4. Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

Esta técnica por su nombre en inglés, Loop-Mediated Isothermal Amplification, se basa en
el principio de la sintesis de ADN por desplazamiento de hebras autociclica realizada por la ADN
polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst) para detectar una secuencia de ADN especifica,
generalmente esta utiliza de cuatro a seis primers para reconocer seis y ocho regiones de interés.
Los productos de amplificacion LAMP también se pueden detectar mediante electroforesis en gel,

sin embargo, este procedimiento reduce la idoneidad para la aplicacion en campo por lo cual se
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caracteriza (Li et al., 2013). La inspeccion visual directa del producto LAMP con SYBR Green a
simple vista o bajo luz ultravioleta es frecuentemente utilizada y permite determinar facilmente
resultados positivos y negativos, incluso en muestras de suelo, sugiriendo esta técnica como

altamente especifica para la deteccion y seguimiento de Foc R4T en el campo (Zhang et al., 2014).

El desarrollo de esta técnica se valida con la realizacion de pruebas de especificidad,
sensibilidad y repetibilidad; teniendo en cuenta el disefio de primers y la evaluacion de estos con
todos los VCG. Para las pruebas de especificidad se utilizan diferentes cepas asociadas a Foc R4T
y aislados fingicos y bacterianos como controles adicionales; en el caso de la sensibilidad se
realizan diluciones seriadas del ADN puro y en cuanto a la repetibilidad, las pruebas se realizan
varias veces con diferentes operadores. En respuesta a estos parametros se indica que LAMP puede
detectar hasta 1 pg uLL. ! de ADN y los resultados son consistentes en ensayos inoculados de forma

artificial o natural (Ordofiez et al., 2019).

6.2. Ventajas, desventajas, diferencias entre los métodos disponibles para la deteccion de
Foc R4T.

Las técnicas antes mencionadas han sido empleadas como herramienta para el diagnostico
de Foc R4T, ya que, aunque la identificacion visual de sintomas en campo es importante, no se
considera suficiente para confirmar la presencia del patdgeno como una prueba genética. No
obstante, estas metodologias son consideradas parte inicial del prediagndstico segiin F. Garcia-
Bastidas et al., (2020) debido a que pueden depender de las habilidades del personal generando asi
falsos positivos o negativos, por tanto, se requiere especificidad de los diagnésticos para la

deteccidn inequivoca del patogeno.

Esto sugiere que los métodos empleados deben ser repetibles, altamente especificos,
robustos y sensibles al patdgeno, incluso se considera el uso de estas técnicas como una alternativa
para acortar el tiempo en la entrega de resultados, es decir, sin necesidad realizar aislamiento,
cultivo y purificacion del hongo, disminuyendo a una o dos semanas el tiempo asociado a la
eficiencia en la respuesta (M. Dita et al., 2010; Lovera et al., 2023). Igualmente se resalta la

importancia de la identificacion de los marcadores moleculares basados en una amplificacion
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aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), region Amplificada de Secuencia Caracterizada (SCAR),
la region IGS, genes de virulencia, entre otros; para el completo y exitoso desarrollo de estas
técnicas, vinculando a estas el uso de primers especificos relacionados con diferentes locus

genéticos para detectar Foc R4T (Carvalhais et al., 2019; Li et al., 2013).

En términos de técnicas moleculares la qPCR ofrece mejores resultados a nivel de
sensibilidad, especificidad y rapidez que la PCR convencional, lo cual es vital para la deteccion de
fitopatégenos cuarentenarios como Foc R4T, teniendo en cuenta que la qPCR permite la
cuantificacion del ADN de interés. A su vez, en cuanto a la metodologia LAMP, a pesar de que se
utiliza principalmente como deteccion de primera instancia porque se puede realizar en campo y
no necesita equipo especial de ciclo térmico, esta puede ser menos sensible en comparacion con la
qPCR y es posible que se pasen por alto muestras positivas debido a la mala calidad de los extractos

de ADN seglin Aguayo et al., 2017.

Al igual que la qPCR, con la ddPCR es posible una cuantificacion absoluta del ADN
mediante fluorescencia, con la diferencia que en esta tltima se fracciona la muestra en varias
moléculas, permitiendo la amplificacion y cuantificacion individualmente. Adicionalmente, la
ddPCR o PCR de tercera generacion no requiere una curva estandar para la cuantificacion, también
puede tener resistencia a sustancias inhibidoras de la PCR que estan presentes en muestras
ambientales y demostrar mayor sensibilidad, asi como precision en la cuantificacion del ADN
objetivo. Finalmente, al comparar el limite de deteccion entre la PCR convencional, qPCR y
ddPCR en ADN de Foc R4T, se observa que la ddPCR ofrece una ventaja significativa, presentando
un LOD con un orden de magnitud menor que qPCR y PCR (Lovera et al., 2023).

Por otro lado, aunque autores validan los resultados de las pruebas de sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad mediante la técnica LAMP y estas sean positivas para diagnostico
in situ del hongo en el campo de plantas sospechosas (Ordonez et al., 2019), al igual que la ddPCR,
se requieren estudios que exploren la aplicabilidad de estas técnicas para comprender mejor el

desempefio de estas debido a que la informacién es limitada respecto a Foc R4T.
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6.3. Importancia de la prevencion de Foc R4T en el cultivo de banano

Las técnicas moleculares mencionadas anteriormente son de gran valor y proporcionan
informacion valiosa sobre el patogeno, sin embargo, el establecimiento de planes de vigilancia y
erradicacion son fundamentales para evitar la dispersion del patdgeno, con base a esto es primordial
la identificacion de sintomas por parte del personal de las fincas bananeras como el marchitamiento
de hojas adultas desde el margen de la hoja hacia la nervadura central y el enruanamiento de hojas,

es decir doblez por la nervadura central (ICA, 2020).

La marchitez por Fusarium es una enfermedad latente, la cual también toma importancia en
paises miembros del Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria, OIRSA,
(México, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama y Republica
Dominicana), en donde, se destaca la elaboracion de planes de contingencia para llevar a cabo
acciones dirigidas a la identificacion, erradicacion, contencion y manejo adecuado de Foc R4T

(OIRSA, 2013).

En Colombia, con la llegada del patdgeno se han intensificado las medidas que evitan o
disminuyen la propagacion del hongo, para esto, durante el 2023 se realizaron capacitaciones a 450
personas en temas relacionados con Bioseguridad de Foc R4T, en estos eventos participan
productores y técnicos de cooperativas, fincas independientes y comercializadoras (AUGURA,
2023a). Para el reconocimiento de plantas sospechosas se sugiere seguir las indicaciones de la
Resolucion ICA 17334 “Por medio de la cual se establece el plan de bioseguridad y vigilancia
fitosanitaria para la Marchitez por Fusarium en predios de produccion de platano y banano
registrados ante el ICA para la exportacion en fresco”, sefialando que los predios de banano y
platano deben realizar como minimo cuatro monitoreos al afo, es decir, uno trimestral, con su

respectivo informe fitosanitario.

Con base en lo anterior, se crea una herramienta que facilita el manejo de la informacion
mediante la web y una aplicacion (app) moévil gratis, que no requiera datos méviles en campo,

permitiendo conocer la trazabilidad sanitaria no solo de Foc R4T si no de otras enfermedades como
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moko y diferentes plagas del cultivo, esto acompafiado de capacitaciones tedrico — practicas al

personal encargado (AUGURA, 2023b).

6.4. Protocolo de bioseguridad y deteccion de Foc R4T

La implementacion de un protocolo de bioseguridad en los predios bananeros es esencial
para evitar el ingreso o la dispersion de Foc R4T, estas acciones son fundamentales para prevenir
grandes pérdidas econdmicas, proteger los cultivos y garantizar la sostenibilidad de la produccion,
para esto se debe contemplar la delimitacion de areas, control de movimientos de personas,
vehiculos y materiales, manejo adecuado de residuos, protocolos de desinfeccion y monitoreo

constante (Figura 1).

Figura 1
Protocolo de bioseguridad y deteccion de Foc R4T.
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La vigilancia y seguimiento de la plantacion, se realiza mediante inspeccion visual por parte
de personal de las fincas, personal capacitado en identificaciéon de sintomas que sugieran la
presencia del patéogeno, ademas de esto se incluye la revision oportuna por parte del personal del

Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) como método de deteccidon temprana para la toma de
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medidas pertinentes. La toma de muestras de tejido vegetal la realiza el ICA para andlisis
posteriores mediante técnicas moleculares y el respectivo diagndstico, permitiendo confirmar la
presencia o ausencia de Foc R4T con resultados confiables y contribuir de esta forma con la
proteccion del cultivo de banano mediante decisiones rapidas y efectivas para contener la

enfermedad y evitar la propagacion.



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 29

7 Discusion

A nivel mundial, la produccién de banano e incluso de platano es amenazada por el hongo
Foc R4T, situacion sobre la cual se centran los esfuerzos de organizaciones internacionales con el
fin de evitar pérdidas econdmicas y materiales devastadoras que acaben con los cultivos como
sucedid con la produccion de banano Gros Michel entre las décadas de 1950 y 1960 (Thangavelu

et al., 2022).

Actualmente investigadores realizan estudios y ensayos en identificar y desarrollar
cultivares resistentes a Foc R4T con diferentes programas de mejoramiento genético, no obstante,
se requieren investigaciones precisas teniendo en cuenta las condiciones ambientales,
requerimientos nutricionales, tiempo de produccion, entre otras caracteristicas, las cuales se
integran y hacen parte finalmente del éxito de la comercializacion del fruto. Aunque estos esfuerzos
sea un panorama promisorio, todavia no se encuentran soluciones eficaces disponibles para el
sistema agricola del cultivo de banano (Ledn Alcivar, 2022; Mintoff et al., 2021), razon por la cual,
la constante busqueda o modificaciones de nuevas tecnologias generan avances que facilitan la

deteccion y prevencion del patogeno.

En el caso puntual relacionado con el analisis de cepas aisladas provenientes de Ecuador
asociadas a Foc R4T y a la raza subtropical (Foc SR4T), mediante métodos moleculares basados
en PCR, los autores indican que es posible obtener falsos positivos sugiriendo que los marcadores
empleados no son confiables para la identificacion del microorganismo, asi mismo se confirmé con
el andlisis filogenético, las pruebas VCG, la comparaciéon de secuencias y las pruebas de
patogenicidad, que los aislados comparten regiones gendmicas con cepas patdgenas pero que

carecen de patogenicidad verdadera para el banano (Magdama et al., 2019).

Por otro lado, se debe tener en cuenta que el diagndstico oficial de Foc R4T se considera a
partir de la ejecucion de tres etapas, la primera es contemplada como etapa molecular o de pre
diagnostico, la segunda requiere secuenciacion, analisis filogenético y pruebas de compatibilidad
entre diferentes VCG, finalmente, la tercera etapa, incluye pruebas de patogenicidad y verificacion

con los postulados de Koch (Matos et al., 2023). Estudios recientes incluyen dentro de los analisis



PROTOCOLO DE VIGILANCIA FITOSANITARIA, CAPACITACION Y DETECCION ... 30

de patogenicidad, pruebas en hoja adherida y hoja desprendida, ademas de la evaluacion de
produccion de enzimas que degradan la pared celular, ensayos de invasion de membrana,
microscopia electronica de barrido y analisis con PCR de transcripcion inversa en tiempo real

(qRT-PCR) para la obtencion de resultados veraces y confiables (Tamang et al., 2024).

El hallazgo y la identificacion temprana del patégeno depende de pruebas de diagnostico
confiables, es decir, el ensayo molecular esta relacionado directamente con el rigor de las
validaciones segin los estandares predeterminados. Para esto es importante garantizar el
diagnéstico preciso de Foc R4T, desarrollar y validar los ensayos moleculares teniendo en cuenta
los criterios de desempefio como inclusividad, exclusividad, sensibilidad, selectividad, precision,
reproducibilidad, repetibilidad y robustez, de esta forma es posible conocer las limitaciones de la

técnica de deteccion y evitar diagnosticos erroneos (Roberts et al., 2024).

Lo anterior es a nivel instrumental, con métodos analiticos y bioquimicos, sin dejar de lado
la ciencia de la medicion "la metrologia" para que sea un diagnéstico confiable y en un futuro muy
cercano, trazable. Sin embargo, es importante la vigilancia fitosanitaria del cultivo, la experiencia
en reconocimiento y observacion del personal en campo, asi como del “diagndstico” visual, sin
restarle importancia a la cultura y aplicacion de la herramientas, asi como acciones de bioseguridad,

que ayudan a prevenir el ingreso y la diseminacion del patdgeno a los cultivos sanos.
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8 Conclusiones

La implementacion de un protocolo de bioseguridad en las fincas bananeras es una
herramienta vital para prevenir el ingreso y dispersion de Foc R4T, las medidas preventivas como
control de movimiento de personas, desinfeccion de herramientas, uso de pediluvios y rodiluvios,
entre otras, junto con la adecuada capacitacion del personal administrativo, técnicos y operarios,
conforman una estrategia integral para iniciar una respuesta rapida y eficaz frente a la seguridad

del cultivo.

El anélisis de laboratorio mediante técnicas moleculares es necesario para la confirmacion
y cuantificacion de Foc R4T, con estas es posible detectar la presencia del hongo a nivel genético,
incluso cuando las plantas ain no presentan sintomas visibles, es decir, en etapas tempranas de
infeccion, contribuyendo significativamente a la proteccion del cultivo del banano. Por tanto, este
debe ser rapido, preciso y exacto para proporcionar resultados confiables, primordiales en la toma

de decisiones sobre el manejo de la enfermedad.

El conjunto de estas medidas es imprescindible para preservar el cultivo frente a la latente
amenaza que representa Foc R4T; la implementacion de un protocolo de bioseguridad, la vigilancia
activa, deteccion y erradicacion temprana de brotes son fundamentales para mantener la

sostenibilidad de la produccion bananera.
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9 Recomendaciones

1. Es clave la capacitacion y sensibilizacion al personal en campo y en las comunidades
aledafias que basan su economia en este cultivo para el reconocimiento y tratamiento in sifu para
la no diseminacién del hongo Foc R4T.

2. Es importante una constante vigilancia en la prevencion y dispersion mecanica, aérea y
por corrientes himedas del patégeno en los cultivos.

3. Las técnicas moleculares aun no son un diagnostico definitivo, por lo cual es
recomendable emplear el uso de varias herramientas en la prevencion y reconocimiento, asi como
experiencia del observador, por la variabilidad e identificacion filogenética del microorganismo en
mencioén. Ya que es necesario tener, a nivel analitico e instrumental, locus genéticos mas
especificos para que sea una deteccion mas confiable.

4. Aun se requieren mas esfuerzos gubernamentales, sociales e instituciones a nivel global
para desarrollar herramientas mas eficaces y eficientes.

5. Las técnicas instrumentales son buenas; sin embargo, estas técnicas pueden ser
ineficientes actualmente, debido a que se cuenta con poco personal capacitado, que tenga una
cultura de trabajo que evite la dispersion del microorganismo, aunado a los tiempos de
comunicacion, gestion de la deteccidon en campo y toma de muestras, analisis y deteccion fiable del
patogeno.

6. Se recomienda desarrollar otras herramientas que sean mas rapidas, como pruebas tipo
POCT (point of care testing), conocidas como pruebas rapidas, pero con confiabilidad y
trazabilidad metrologica.

7. Se recomienda seguir o desarrollar protocolos que ayuden a hacer mas eficiente la
vigilancia fitosanitaria, el diagndstico, la prevencion y la mitigacion con el fin de que los esfuerzos

sean enfocados en la disminucion de aparicion y diseminacion del patogeno.
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