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RESUMEN ABSTRACT

El mal de Panama —causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc)- es una de las enfermedades mas nocivas que atacan las
musdceas. La raza 1 causé una epidemia que destruyo la industria
de exportacion bananera basada en el clon Gros Michel en América,
asi como la desaparicion del cultivo comercial del clon Manzano en
Cuba. Con el fin de determinar la variabilidad genética de las pobla-
ciones en el pais, se realizaron 52 aislamientos monospdricos del
hongo de clones naturalmente infectados en 26 localidades de ocho
provincias de Cuba. Se determind la morfologia de las colonias en
PDA y medio K2, se caracterizaron los compuestos volatiles produci-
dos en un medio a base de arroz, se generaron mutantes nit
auxotroficos y se determinaron los grupos de compatibilidad vegetativa
con una coleccion internacional de nit M pertenecientes a todos los
GCV de Foc. Se determind la relacion genética entre ellos mediante
andlisis de AFLP. En medio K2 no se observaron colonias lacinadas
en ninguno de los aislamientos pertenecientes a las razas 1y 2; se
observé la produccion de compuestos volatiles con independencia
de las razas a que pertenecian los aislamientos. Las poblaciones de
Foc de Cuba pertenecen a los GCV 01210, 0124, 0124/0125 y 0128.
Los aislamientos con mayor similitud genética estuvieron en todos
los casos agrupados en el mismo GCV y los aislamientos del GCV
0124, se encontraron distribuidos en todos los grupos genéticos por
lo que posiblemente de este se diferenciaron los genotipos pertene-
cientes los GCV 0124/0125 y 0128.

Palabras claves: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, marchitez por
Fusarium, mal de Panamad, grupos de compatibilidad vegetativa, AFLP

Panama disease caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc),
is one of the most destructive diseases of Musa. The epidemic of race
1 was the cause of banana export industry destruction which was
based on Gros Michel in América and its substitution by Cavendish
cultivars as well as the commercial cultivation of Manzano cv. in
Cuba. In order to determine genetic variability of fungi populations in
the country, fifty two monosporic isolates from naturally infected plants
from 26 sites in eight provinces of Cuba were obtained. There were
determined the colonies morphology in PDA and K2 media, the volatiles
compounds produced on a rice based media were identified. Auxotrofic
nit mutants were generated to determine the vegetative compatibility
groups of each isolate with an international Nit M collection of all VCG
of Foc. The genetic relationship between isolates and VCGs were
determined by AFLP analysis. In K2 media were not observed lacinated
colonies in any of the isolates belonging to race 1 and 2 and volatile
compounds were or not were produced in different isolates with
independence of the race that they belong. In Cuba the Foc populations
were grouped in the VCGs 01210, 0124, 0124/0125 and 0128. The
isolates with a higher genetic similarity were in all the cases grouped
in the same VCG and in all the genetic groups were present isolates
belonging to the VCG 0124 as well, indicating that it could be the
original VCG from which the GCV 0124/0125 and 0128 evolved.

Key words: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, fusarium wilt, Pana-
ma disease, vegetative compatibility groups, AFLP

INTRODUCCION

La marchitez por Fusarium o mal de Panama causado
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) es a nivel
mundial una de las enfermedades mas importantes,
ampliamente distribuida y de mayor impacto de los
bananos y platanos.

El patégeno tiene su origen en el sudeste asiatico, aunque
la enfermedad fue reconocida por primera vez en otros
lugares, y ha coevolucionado junto a las musaceas en su
centro de origen [Bentley et al., 1998]. Se calculan en mas

de 80 000 ha de cultivo del clon Gros Michel destruidas

por la raza 1 entre 1890 y mediados de la década de los
cincuenta [Stover, 1962b|, lo que determiné su cambio por
clones del subgrupo Cavendish (AAA). Los clones
Cavendish se afectaban solo en los subtrépicos, pero la
aparicién mas recientemente de la raza 4 tropical, grupo
de compatibilidad vegetativa (GCV 01213-01216) ha cau-
sado importantes pérdidas en plantaciones de Malasia e
Indonesia [Masdek et al., 2003; Nasdir, 2003]. Su entrada
eventual a las plantaciones de Cavendish de América ten-

dria un gran impacto econémico y social.
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El primer informe oficial de la enfermedad en Cuba fue
el de Smith (1910). Johnston (1915) informé que el clon
Gros Michel (AAA) y el Manzano (subgrupo Silk, AAB)
se encontraban severamente afectados ya en 1910, aun-
que hay antecedentes de incidencia de la enfermedad en
el clon Manzano (subgrupo Silk, AAB) desde finales
del siglo XIX. A partir de la sustituciéon del Gros Michel
por clones del subgrupo Cavendish y el cultivo masivo
de clones de platanos AAB, la marchitez por Foc perdié
suimportancia econémica en Cuba, y quedé confinada
a las pequeiias parcelas de agricultores y jardines de
viviendas, donde Foc se mantenia sobre plantas de los
clones Burro Criollo (Bluggoe, ABB) y Manzano.

La aparicion de la Sigatoka negra en Cuba a finales de
1990 [Vidal, 1992] tuvo un impacto marcado en los cos-
tos de produccion, pero especialmente en la estructura
clonal de la superficie del pais plantada de musaceas
[Pérez et al., 2002]. Los bananos Cavendish (AAA) se
sustituyeron por los clones tetraploides hibridos de la
FHIA (FHIA 23, FHIA 18, FHIA 3), que ocupan alre-
dedor de 11 000 ha. En la actualidad se cultivan a gran
escala el clon Burro CEMSA (ABB) que ocupa unas 63 000 ha,
y el FHIA 3 (AABB), y se ha popularizado el cultivo del
Burro Vietnamita (Pisang awak, ABB) debido a su sa-
bor asemejante al del Manzano. En estos clones se ha
incrementado la presencia de la enfermedad.

Foc esta considerado un patégeno altamente complejo,
y se han utilizado numerosos métodos para carac-
terizarlo. La variabilidad de las poblaciones, las rela-
ciones filogenéticas y su evolucién se han determinado
en funcién de la patogenicidad [Stover y Waite, 1960;
Stover, 1962b; Su et al., 1977, 1986; Stover y Budden-
hagen, 1986], grupos de compatibilidad vegetativa (GCV)
[Leslie, 1990, 1993; Ploetz, 1990; Pegg et al., 1993; Ploetz
y Pegg, 1999], nimero de cromosomas y cantidad de
ADN total [Boehm et al., 1993], produccién de volati-
les [Stover, 1962a, b; Moore et al., 1991], los cariotipos
electroforéticos [Boehm et al., 1993; O’Donnell et al.,
1997] y el polimorfismo de los fragmentos de restric-
cion [Bentley y Bassam, 1996; Koenig et al., 1997;
Bentley et al., 1998].

La formacién de heterocariones es una via mediante la
cual hongos normalmente haploides pueden tener el
beneficio de una diploidia funcional, como son la
complementacién y la heterosis [Leslie, 1993]. A los
hongos capaces de formar tales heterocariones se les
denomina vegetativamente compatibles. La compatibili-
dad vegetativa ha sido utilizada para identificar
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subpoblaciones genéticamente aisladas de especies de
patégenos fungosos [Puhalla, 1985; Cove, 1976; Correll
et al., 1987]. La compatibilidad vegetativa en muchos
hongos requiere que los alelos de al menos 10 locus (vic)
diferentes sean idénticos [Puhalla y Spieth, 1985], por lo
cual los miembros de un GCV constituyen subpoblaciones
clonales que estan estrechamente relacionadas (nunca se
ha observado compatibilidad vegetativa entre lineas de
diferentes formae specialis). Al mismo tiempo, dos indi-
viduos vegetativamente compatibles deben ser idénticos
para genes responsables de la patogenicidad, la adapta-
cién ecolégica y otras caracteristicas que afectan su pa-
pel como patégenos del banano. Debido a esta asocia-
cién los GCV en cada localidad son indicadores fuertes
del comportamiento patogénico, y una herramienta po-
derosa en el estudio de la biologia de las poblaciones y la
genética, muy especialmente en el caso de Foc- Musa,
donde el analisis genético de la patogenicidad es practi-
camente imposible. Se han clasificado al menos veinte
GCV o complejos de GCV en Foc [Ploetz y Correll, 1988;
Ploetz, 1990; Brake et al., 1990; Moore et al., 1993; Pegg
etal.,1993; Bentley et al., 1998].

EI AFLP (polimorfismo de los fragmentos de restric-
cion amplificados) es una poderosa técnica de marcaje
molecular basada en la deteccién de fragmentos de res-
triccién del ADN por amplificacién mediante PCR, la
cual puede utilizarse en ADN de cualquier origen y com-
plejidad [Vos et al., 1995]. Andel-Satar et al. (2003)
utilizaron esta técnica para estudiar las relaciones
genéticas dentro y entre poblaciones naturales de cinco
Fusarium spp. Por su parte, O’Neill et al. (2003) utili-
zaron AFLP para el estudio de los niveles de variacion
genémica dentro de especies como Colletotrichum y
Fusarium.

El objetivo del presente estudio fue determinar la va-
riabilidad fenotipica, fisiolgica, genética y patogénica
de las poblaciones de Foc presentes en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Parala colecta de los aislados se realizaron muestreos
de plantas con sintomas de marchitez por Foc en dife-
rentes localidades del pais, los cuales aparecen en la
Tabla 1y enla Fig. 2. Se tomaron fragmentos de teji-
dos afectados del pseudotallo con sintomas, y se desin-
fectaron con hipoclorito de sodio al 2% durante 3 min;
luego se sembraron fragmentos de 1-2 mm en agua-
agar + 50 pg/mL de sulfato de estreptomicina. El micelio
obtenido se transfirié a placas de Petri con agar-papa-
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dextrosa (PDA), y se incubé a 25°C en la oscuridad
durante cinco dias. Se obtuvieron cinco cultivos
monosporicos de cada aislado segin el procedimiento
descrito por Booth (1977), y después de incubarlos de
cuatro a siete dias se procedié a conservarlos en papel
de filtro a 4°C, de acuerdo con el método descrito por

Correll et al. (1986).

Se sembraron cinco réplicas de discos de micelio de 5 mm
de diametro de cada uno de los aislados en estudio cul-
tivados en PDA y en medio Komada modificado (K2)
[Sun et al., 1978]. Se caracterizé la morfologia de las
colonias y la formacién de pigmentos en PDA después
de 14 dias de incubacién a 27°C, y se determing la pre-
sencia o no de bordes laciniados de las colonias en el

medio K2.

Para determinar la produccién de compuestos volatiles
se prepararon erlenmeyers de 250 mL con 30 mL de
arroz pulido y 90 mL de agua destilada, y se esteriliza-
ron a temperatura de 128°C durante 1 h por dos dias
consecutivos. Estos erlenmeyers se inocularon con dis-
cos de 5 mm de diametro de micelio de cada aislado en
estudio, y se incubaron a 27°C durante 14 dias bajo la
accion de tres lamparas de 40 W de luz fluorescente a
40 cm de altura, segun método descrito por Moore et
al. (1991). Posteriormente se determing la presencia de
compuestos volatiles en el espacio superior del cultivo
de arroz, para lo cual se tomé 1 mL de estos gases y se
inyect6 en un cromatégrafo gaseoso, equipado con de-
tector de llama y columna capilar de 15 m y 0,53 mm
de didmetro interno, recubierta con DB-5, a una tem-
peratura del horno de 40°C y temperatura del inyector
de 110°C. Para expresar la composicién quimica de los
gases presentes se acoplo al cromatoégrafo de gases un

espectrometro de masa GC-MS, TRIO 1000.

Para determinar el crecimiento de las colonias a dife-
rentes temperaturas se seleccionaron siete aislados
pertenecientes a laraza 1 (GCV 01210) y cinco aisla-
dos delaraza 2 (GCV 0124 y 0124/0125). Se sembra-
ron discos de 5 mm de micelio en el centro de placas
de Petri de 10 cm con PDA, y se incubaron en una
bateria de incubadoras a las temperaturas de 8, 10,
12, 15, 20, 25, 28, 30, 35 y 38°C, hasta que la placa
quedara cubierta por el crecimiento radial de la colo-
nia en la temperatura mas favorable. Se utilizaron
cuatro repeticiones por temperatura. Se midi6 el dia-
metro de todas las colonias y se ajustaron curvas de
regresion cuadraticas del crecimiento en funcién de la
temperatura con el paquete estadistico Statistica 5.0

para Windows. Se compararon las medias del creci-
miento de las colonias pertenecientes a cada una de
las razas a la temperatura de 27°C mediante el test de
Neumann-Keuls.

A cada aislamiento de la coleccién se le determiné la
raza a la que pertenecia por inoculacion en los clones
diferenciales descritos por Stover (1962b) mediante
aplicacién de una suspensién de micelio y esporas en
bolsas con plantas de cultivo de tejidos sanas, o se
estableci6 putativamente si se obtuvo en el campo en
los clones diferenciales Gros Michel, Manzano o Burro
Criollo (Bluggoe). Se determiné a cual grupo de com-
patibilidad vegetativa pertenecia cada uno de los ais-
lamientos obtenidos, segun el procedimiento tratado
por Puhalla (1985) y Correll et al. (1987), para lo cual
se desarrollaron mutantes auxotréficos. Con este fin
se inocularon placas Petri de 10 cm con medio minimo
mas el 15% de clorato de potasio, y se incubaron a
temperatura ambiente hasta el surgimiento de secto-
res de crecimiento micelial diferenciado, los que fue-
ron aislados en tubos con cufias de agar con medio
minimo. A continuacion se realizaron las pruebas fi-
siolégicas para determinar los fenotipos nit I, nit 3 y
Nit M (deficientes en las enzimas nitrato reductasa,
nitrito reductasa o el cofactor molibdeno, respectiva-
mente), de acuerdo con el procedimiento utilizado por
Correll et al. (1987). Se realizaron ensayos de
autocompatibilidad por el apareo de los mutantes
nit I y Nit M obtenidos de cada aislamiento entre
si. Se descartaron los que fueron autoincompatibles,
y se asumié que pertenecian a fenotipos crn que no
formarian heterocariones al cruzarse con los pro-
badores Nit M de la coleccién internacional. Se de-
terminé a cual GCV pertenecia cada aislamiento
de la coleccidon, y para ello se sometieron a prueba
de compatibilidad los mutantes nit I obtenidos de
cada aislamiento, con una coleccién de mutantes
Nit M pertenecientes a los GCV 0120, 0121, 0122,
0123,0124,0124/0125,0128,0129 01210, 01212,
01213,01214y 01215 donados por los doctores Ken
Pegg, del Queensland Department of Primary
Industries, Australia; Suzy Bentley, del Coopera-
tive Research Center for Tropical Plant Pathology
in Queensland, Australia; y Julio Hernandez, del
INTA en Islas Canarias. La existencia de compati-
bilidad fue determinada por la formacién de
heterocariones puestos en evidencia por el creci-
miento micelial denso en la zona de unién de las
colonias enfrentadas (Fig. 1).
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Figura 1. Prueba de complementacién entre los Nit M internacionales pertenecientes a los
VCG 0125,0120y 1210, y el nit I obtenido del aislamiento de Foc C.Ca.1.1 del clon Manzano
en Camagiiey. El crecimiento micelial intenso indica que el aislado pertenece al GCV 01210.

Para proceder a la determinacion de la variabilidad
genética y las relaciones filogenéticas entre los aislamien-
tos se realiz6 un ensayo de AFLP. A fin de obtener sufi-
ciente micelio para las extracciones de ADN, los aisla-
mientos de Foc se cultivaron en erlenmeyers de 250 mLL
con 100 mL de caldo de papa-dextrosa durante cinco
dias a una temperatura de 27-30°C. Transcurrido el tiem-
po deincubacién, el contenido de cada erlenmeyer se fil-
tré a través de papel de filtro y se lav6 con agua destila-
da estéril para eliminar restos del medio y se conservé
en placas de Petri de 10 cm en un frizer a—20°C.

Se realiz6 extracciéon de ADN de 40 aislados de Foc, para
lo cual se maceraron 0,2 g de material fresco y se desarro-
116 el protocolo descrito por Moller y Bahnweg (1992).
La concentracién de ADN fue determinada mediante un
espectrofotémetro con una cubeta de 5 pL.

Para la preparacién de los adaptadores se utiliza-
ron 3,58 uLL de Eco adaptador superior (0,77 pg/pL);
2,98 uLL de Eco adaptador inferior (0,98 ng/ulL); 48,14
pL de Mse adaptador superior (0,54 ng/uL); 48,4 uL de
Mse adaptador inferior (0,47 pg/uL). Se incubaron a
65°C durante 10 min y se colocaron a temperatura
ambiente para que se enfriaran lentamente y garanti-
zar la unién de los oligonucleétidos.

Parala digestion del ADN se utiliz6 un volumen de reac-
cién de 50 plL y se colocaron 100 ng/uL. de ADN, 5 ulL de
Buffer 2; 0,2 pL. de BSA; 5 u de EcoR 1y 5 ude Mse 1.
Los buffers utilizados fueron: a) buffer t4 ligasa (Tris HCI
pH 7,5; 250 mM; MgClz’ 100 mM; DTT 50 mM;
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espermidina 5 mM); b) buffer TaqPol (Tris HCL pH
8,3; 100 mM; MgCl, 15 mM; KCI 500 mM); c) buffer de
carga (formamida 98%, EDTA pH 8,10 mM; trazas de
bromofenol azul y xileno). Esta mezcla se incubé du-
rante 2 h a 37°C. Se preparé en tubo aparte una mezcla
de los adaptadores que contenia 1 uL. de adaptador de
EcoRI; 1 uLL de adaptador de Mse I; 1 uL. de buffer
ligasa, con 10 mM de ATP; y 1 ude T, ADN ligasa. Se
llevé a 10 pLL con agua Milli-Q y se anadié a cada tubo
de la digestion. Se incub6 a 16°C durante toda la noche
y se realiz6 una dilucién de 1/10 de cada tubo.

Preamplificacion: Se tomaron 5 pL. del ADN diluido
del paso anterior y en un volumen final de 50 pL se
anadié 1 uLL de cebador Eco + A (100 ng/uL); 1 pL de
cebador Mse + C (100 ng/uL); 2 pL. de ANTP; 5 pLb
buffer TaqPol; 2 ul. MgCl; 1 u de TaqPol, y se utiliz6
un equipo termociclador para PCR con un programa
de 20 ciclos de: a) 30 s a 94°C; b) 60 s a 56°C; ¢) 60 s a
72°C.

Amplificacion: Parala amplificacién se utilizaron 5 pLL
de ADN preamplificado, y se afiadié en un volumen
final de 20 pL.; cebador de E-NNN 0,2 uL; cebador M-
NNN 4.5 pL; buffer de TaqPol 2,0 ul; MgCl, 0,8 pL;
TaqPol 1 u.

Las combinaciones de los cebadores utilizadas fueron: a)

E-AAC/M-CAA; b) E-AAC/M-CAG; ¢) E-AGG/M-CTC.

Se utiliz6 el mismo equipo de PCR. La descripcién del
programa utilizado para la amplificacion fue: ciclo 1)
30sa94°C, 30sa65°C, 60 s a 72°C; ciclo 2—13) similar
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al ciclo 1, pero la temperatura de hibridacién disminu-
y6 0,7°C en cada ciclo durante 12 ciclos; ciclo 14-36)
30sa94°C; 30 sa 56°C; 60sa 72°C.

Corridas electroforéticas. Las corridas electroforéticas
se realizaron en gel de poliacrilamida, paralo cual a las
muestras se les anadieron 10 pL de buffer de corrida, se
desnaturalizaron durante 3 min a 95°C y se colocaron
rapidamente en hielo. Se aplicaron 7 puL en cada pocito
del gel. Los geles de poliacrilamida para las corridas
electroforéticas se prepararon segun el protocolo de
Promega (1998). A través de un espectrofotémetro se
determinaron las densidades épticas de las muestras,
y con ellas la concentraciéon de cada una. Se realizé la

digestién del DNA con las enzimas Taq Iy Ase L.

Andlisis de datos. Se consideraron solamente los mar-
cadores polimoérficos, los cuales se registraron manual-
mente en una matriz de datos binarios (con la presen-
cia como I y la ausencia como 0). A partir de las matrices
de datos originales se calculé la similitud genética (SGij)
entre cada par de aislados, para lo que se empleé el

indice de Jaccard (1908):
a

SG=———
at+b+c

donde:

a: Presencia de la banda en los genotiposiy j
b: Presencia de la banda en el genotipo iy ausencia en j
c: Ausencia de la banda en el genotipo iy presenciaen j

Los agrupamientos de los genotipos se efectuaron so-
bre la base de los valores de disimilitud (1-SGij) en-
tre todos los pares de aislados, con el algoritmo
SAHN propuesto por Sneath y Sokal (1973) del pa-
quete estadistico de computacién NTSYS pe., ver-
sién 2.10j, por presentar los valores cofenéticos mas
adecuados.

Se realizé la confirmacion del analisis de conglomera-
dos y delos grupos de diversidad mediante remuestreo
(2000 permutaciones), para lo cual se utilizé el paquete
WinBoot (1984-1991; UPGMA bootstrapping for
binary data [Nelson, 1996].

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un total de 52 aislamientos a partir de plan-
tas naturalmente enfermas de diferentes localidades del

pais (Fig. 2y Tabla I).

Figura 2. Localidades donde se realizaron los muestreos de plantas enfermas de mal de Panama.

Los nombres especificos de los sitios aparecen en la Tablal.

La morfologia de todas las colonias monoconidiales
obtenidas fue del tipo algodonoso, descrito por Stover
(1962b), de crecimiento aéreo abundante con diferen-
cias en el tipo de pigmentaciéon. No fueron observa-
das colonias pionnotales o cordadas. En la Tabla 2
aparecen siete grupos de colonias de acuerdo con el

color del micelio y la pigmentacion. No existié rela-
cién entre las razas a la que pertenecian los aisla-
mientos y la morfologia de las colonias. Asimismo
ninguno de los aislamientos formé lacinias en medio
K2, 1o que concuerda con los resultados de Sun et al.

(1978).
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Tabla 2. Frecuencia de las caracteristicas fenotipicas de los cultivos de los aislamientos de Foc en medio PDA

L. L. Frecuencia Formacion de
No. Caracteristicas morfologicas Raza (%) lacinias en medio K2
1 Algodonosa, blanca crema-rojizo 1 5,2 -
2 Algodonosa, blanca crema-salmén 1 2,2 —
1 77 _
3 Algodonosa, blanca rosacea
2 49,7 -
4 Algodonosa, blanca bordes rosado 2 2,6 -
1 2,6 _
5 Algodonosa, blanca bordes rosado intenso
2 13,1 -
6 Algodonosa, rosado, con bordes rojizos 2 13,1 -
7 Algodonosa, rosa intenso 2 2,6 —

Las determinaciones cromatograficas y espectro-
fotométricas de los gases producidos en la superficie de
los cultivos de Foc en arroz demostraron la presencia
de los compuestos etenil-benceno y el biciclo 4,2,0-Octa-
1,3.5-trieno (Tabla 3y Fig. 3), confirmados por los in-
formes previos realizados, por lo que ya habia sido ra-
tificado previamente en los informes de Brandes (1919)
y Stover (1962a), y cuya composicién quimica coincide
con la de los compuestos encontrados por Moore et al.
(1991) en estudios con poblaciones de Foc del sudeste
asiatico y el Pacifico. Los aislamientos cubanos de las
razas 1 y 2 de Foc pueden indistintamente producir o

no volatiles, lo que confirman los informes previos de
Stover (1962a). No se observé relacién entre la produc-
cién de pigmentos, las razas a la que pertenecian los ais-
lamientos y la presencia de compuestos volatiles, lo cual
esta en conflicto con lo reportado por Moore et al. (1991),
que observaron la produccién de estos compuestos vola-
tiles solo en el caso de aislamientos pertenecientes a la
raza 4 del patégeno en aislamientos de Asia. Seria inte-
resante en el futuro determinar si existe correlacién con
la agresividad de Fusarium oxysporum mediante la com-
paracién de aislamientos no patogénicos y patogénicos
de diferentes formae specialis de esta especie.

Tabla 3. Frecuencia de la presencia de compuestos volatiles
en medio de arroz producidos por aislamientos de Foc

Presencia de
. Raza
voldtiles

Frecuencia de
aislamientos (% )

+

12,8

5,1

38,5

+
DO DN | = |

43,5

MLA raza 2

VCSDI1 raza 1

CalJi2.1

raza 1l

Figura 3. Cromatogramas de los compuestos volatiles producidos por los cultivos de aislamientos

pertenecientes a diferentes razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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En la Fig. 4 aparecen las curvas ajustadas del creci-
miento de las colonias de diferentes aislamientos per-
tenecientes a las razas 1 y 2. Todos los aislamientos se
desarrollaron en el rango de temperatura entre 8 y 38°C.
Se observa una meseta de crecimiento en todas las cur-
vas en el rango de temperaturas entre 23y 29°C. Enla
Tabla 4 aparece el resultado del analisis de varianza del
crecimiento de los aislamientos, estimado de acuerdo

con ecuaciones de ajuste de crecimiento de las colonias
de un grupo de cinco aislamientos agrupados por ra-
zas, en relacién con la temperatura de 27°C, que resul-
t6 la 6ptima para el crecimiento de las colonias segin
todas las ecuaciones de ajuste obtenidas. Los aislamien-
tos pertenecientes a laraza 2 presentaron una leve ten-
dencia a un crecimiento mas rapido a la temperatura

de 27°C.

Tabla 4. Crecimiento de las colonias en diferentes temperaturas y comparacion del crecimiento estimado por ajuste estadistico
de aislamientos pertenecientes a las razas 1y 2 en PDA a 27°C

Ecuacién de ajuste del crecimiento de las colonias Didmetro estimado .]‘Wedm del
. . . . . didmetro para
Aislamientos Raza en funcion de la temperatura / porciento de las colonias
Lo . . p cada raza
de la variacion explicada a los siete dias en PDA (mm) (mm)
C.Ca. 1.1 1 Y =0,60 + 0,18X + 0,03X2-0,001X3/(96,5) 76,5
CV. L1 1 = 14,37 + 3,0X _ 0,11X2+ 0,001X%/(99.5) 56,2
CA.M. 1.2 1 Y =-12,65+ 2,16X — 0,05X2—0,00004X3/(96,4) 84,3 80,1 a
CA.M. 2.2 1 Y =-11,8 + 2,04X - 0,05X2 + 0,00003X3/(96,4) 74,2
C.Esm 1.3 2 Y =79,91 - 8,44X + 0,34X2—0,005X3/(97,8) 147,5
C.S.1.2 2 Y =-6,54 + 0,84X + 0,02X2-0,001X3/(92,4) 110,4 116,7 b
C.GUA.1.2 2 Y =-2,29+0,95X — 0,01X2-0,0004X3/(95,8) 81,9
C.E. 21 2 Y =-15,04+2,32X - 0,05X2- 0,0001X3/(97,0) 109.5
C.V.2.1 2 Y =-2,28 +1,07X —0,01X2—0,0003X3/(96,7) 134,1

Letras diferentes indican diferencias significativas al 5% segiin el test de Neuman-Keuls.

La mayoria de los aislamientos (Tabla 5) pertenecieron
alos GCV 0124y 0124/125 (mas del 50% de las accesio-

nes de la coleccion). Estos GCV son de una amplia dis-

Didametro de las colonias (mm)

tribucién mundial [Ploetz, 1990 y Pegg et al., 1996]. La
mayoria de los aislamientos pertenecientes a estos dos
grupos con dos excepciones pertenecieron a la raza 2.

—— CAM 2.1 (D1210/1)
= Cali 2.1 (01211}
—@— CAM 1.2 (01210/1)
= C.GUA 1.2 (0121/2)

= C.V L.1 (1210/1)
—H— VOSD-1 (01210/1)
—A— .V 2.0 (01210/1)
—— MLA (0124/2)

Temperatura

—— (.Ca L1 (0D121071)
—— C. Exm L3 (0124-0125/2)
—h— (.5 1.2 (0124/2)

—8— ESB-1 (0124/2)

Figura 4. Crecimiento de las colonias pertenecientes a diferentes GCV y razas en diferentes tem-

peraturas (en paréntesis los GCV/razas).
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Tabla 5. Frecuencia de los aislamientos por grupos de compatibilidad
vegetativa de las poblaciones de Foc de Cuba y su relacion

con las razas patogénicas

Frecuencia Total de
cev Raza (%) aislamientos
01210 1 19,3 9
01210 2 5,8 3
124 2 50,0 26
0124 1 3.8 2
0124/125 2 9,0 5
128 2 1,9 1
Nuevo GCV. 2 7,7 4
CRN 2 3,8 2
Total de aislamientos — — 52

El grupo 0128 presenta una limitada distribucién en
Cuba (1,9% de los aislamientos). Hay informes de su
presencia tinicamente en Australia [Ploetz, 1990]. El
unico aislado encontrado en el presente estudio perte-
neci6 a laraza 2. Bentley y Bassam (1996) y Bentley et
al. (1998) informaron que los aislamientos de este GCV
que analizaron se encontraban genéticamente muy cer-
canos a los grupos 0124 y 0125, y lo incluyeron en el
mismo linaje a que pertenece el grupo 0124. Los resul-
tados de los analisis moleculares realizados en este es-
tudio confirman estos informes previos, y puede con-
siderarse que evolucioné a partir del GCV 0124.

El grupo 01210 se encontr6 con una frecuencia relati-
vamente amplia (21,1% de los aislamientos) y con vas-
ta presencia entre los aislamientos de la raza 1. Esta
informado ademas solo en el condado de Dade, en la
Florida en 1986, y en las Islas Caiman [ Ploetz y Pegg,
1999], aunque no se han publicado estudios exhausti-
vos en el resto de los paises del Caribe, incluido las
Antillas. La totalidad de los aislamientos obtenidos
del clon Manzano (Silk, AAB) en el presente estudio
pertenecen al grupo 01210 en correspondencia con los
resultados de Ploetz (1990), en la Florida. La enferme-
dad fue descrita en Cuba desde principios del siglo pa-
sado [Smith, 1910], y dado que el mal de Panama no se
habia informado hasta hace relativamente poco tiem-
po en el condado de Dade, en la Florida [Ploetz y
Shepard, 1989], hay posibilidades de que la presencia
de este GCV en la Florida pudiera tener su origen en
plantas del clon Manzano llevadas desde Cuba. Los
GCV 01210 y 0124 fueron clasificados en linajes dife-
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rentes debido a la considerable distancia genética en
los estudios con una coleccién mundial de Foc, en la que
no se incluyeron aislamientos cubanos. Bentley et al.
(1998) y Ploetzy Pegg (1999) han informado que com-
parte del 89 al 92% de sus alelos con el GCV 0120, de
amplia distribucién mundial (Australia, Africa del Sur,
Costa Rica, Guadalupe, Honduras, Islas Canarias,
Malasia y Taiwan) [Ploetz, 1990], en el cual se incluyen
aislamientos pertenecientes a la raza 4, la que no se ha
encontrado en América.

Enlos estudios incluidos en el presente informe el VCG
01210 resulté agrupado en el mismo grupo donde se
encuentra el GCV 0124, aunque no se pudieron incluir
aislamientos del GCV 0120 por no encontrarse en Cuba.
Por otro lado, todo indica que la marchitez por Fusarium
antecede a la llegada del Gros Michel a América, y que
puede tener una intima relacién con la distribucién del
clon Manzano [Stover, 1962b]. O’Donnel et al. (1997)
sugirieron la posibilidad de un origen polifilético de las
poblaciones y de la evolucién independiente de los dife-
rentes linajes encontrados de Foc a partir de otras formae
spectalis de Fusartum oxysporum. Hay evidencias que
sugieren que unas razas patogénicas pueden derivarse
de otras [Gordon y Martin, 1997], aunque no se han
aportado pruebas irrefutables de esto.

Enla Tabla 6 aparecen los aislamientos de la coleccion
que se incluyeron en el analisis molecular del poli-
morfismo de los fragmentos de restriccién mediante
AFLP, laraza ala que pertenecen y el rendimiento de
ADN obtenido en la extraccién.
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Tabla 6. Aislamientos utilizados para el analisis de AFLP, GCV, raza y concentracion de ADN obtenido

Conc. Conec.
No. Aislado GCV) | Raza ADN r(?) | No. Aislado GCV) Raza ADN | r(2)
(ug/mlL) (ug/mlL)
1 |CAM 3 01210 1 0,4 1,8 | 21 |PeBa 0124 2 0,1 1,8
2 |CGual.l 01210 1 0,4 1,6 | 22 |ESB-4 0124 2 0,2 1,7
3 |C.Cal.l 01210 1 0,2 1,8 23 [MaHo-1 0124 2 0,1 1,8
4 |C.V2.1 01210 1 0,1 1,6 | 24 |BaHo-2 0124 2 0,1 1,8
5 |Bar3 01210 1 0,1 1,6 ] 25 |R-1 0124 2 0,1 1,8
6 |SC-2 01210 2 0.2 1,6 | 26 |Bar-2 0124 2 0,1 1,6
7 |C.S1.1 o7 2 0,2 1,71 27 [CoMa o2 2 0,2 1,7
8 |ESB-5 0124 2 0,3 1,8] 28 [AlqHa-2 02 2 0,3 1,8
9 (1J-1 0124 2 0,1 1,7| 29 |Bar-1 0124 2 0,1 1,7
10 [GuCuM 0124 2 0,1 1,81 30 |ESB-1 0124 2 0,2 1,6
11 |GuBaCu 0124 2 0,2 1,71 31 [ESB-3 0124 2 0,3 1,6
12 |GuMa 0124 2 0,1 1,5]| 32 |[AlqHa-1 62 2 0,3 1,6
13 |GuBaPo 0124 2 0,3 1,81 33 [GuHa 02 2 0,1 1,6
14 [C.CA-2 0124 1 0,1 1,51 34 [ToaGu 0124 2 0,2 1,6
15 [SCGu 0124 2 0,2 1,71 35 |[SaHo 0124 2 0,2 1,6
16 [WaHa 57 2 0,2 1,81 36 |Ch 07 1 0,3 1,8
17 [MoGu-1 0124 2 0,1 1,6 | 37 [SC1 52 2 0,1 1,7
18 [MOPU-2 0124 2 0,2 1,6 1| 38 [C.Esm]l1.1 0124/0125 2 0,3 1,7
19 |MOPU-3 0124 2 0,1 1,71 39 |C.Esm2.1 0124/0125 2 0,1 1,6
20 |PaGu 0124 2 0,3 1,81 40 ([SC-3 0128 2 0,3 1,7

Los espacios con ;7 significan que el GCV no pudo ser identificado con los Nit M patrones o que no generaron mutantes nit 1.

r = N280 / N260.

Enlas Figs. 54, 5B y 5C se muestran los resultados de
la electroforesis en gel de poliacrilamida al procesarse las
muestras con la combinacién de cebadores A (E-AAC/

M-CAA), B (E-AAC/M-CAG) y C (E-AGG/M-CTC).

Por cuanto no se encontraron diferencias entre el an4li-
sis de la distancia genética con el empleo del coeficiente
de Dice o de Jaccard, en la Fig. 6 se muestra el den-
dograma donde aparecen los grupos segiin la distancia
genética de acuerdo con los coeficientes de Jaccard.

Los resultados de los anilisis se encuentran de alguna
manera influidos por el limitado nimero de combina-
ciones de cebadores disponibles para el estudio y por
la alta proporcién de aislamientos pertenecientes al
GCV 0124 y la raza 2, en relacién con los otros GCV
representados en la coleccion con una menor frecuen-
cia. De acuerdo con el analisis de UPGMA de los datos
de la matriz binaria construida con el conjunto de los
patrones polimérficos generados en el analisis de AFLP
a partir del ADN total extraido de los aislamientos y
segun los coeficientes de similitud genética de Jaccard,
se pudieron separar dos grandes grupos genéticos: uno

que agrupa al aislamiento 12 —obtenido de Burro Crio-
llo, GCV 0124~y el aislamientol16 —logrado de Burro
CEMSA y sin GCV dentro de Foc, el cual posiblemente
es un aislamiento no patogénico no perteneciente a esta
formae specialis—y el otro que agrupa al resto de los
aislamientos incluidos en el estudio y cuatro subgrupos
con un nivel menor de similitud.

Los aislamientos pertenecientes al grupo 0124 se en-
contraron distribuidos en todos los subgrupos. Los
correspondientes al GCV 01210, procedentes del clon
Manzano (AAB), se agruparon, con muy poca simili-
tud genética, junto a algunos aislamientos del GCV 0124
en unos de los subgrupos diferenciados, lo que indica
que pudieran haber alelos compartidos en el genoma de
estos dos subgrupos, y que si se hubiese dispuesto de
mas cebadores habrian podido agruparse en grupos in-
dependientes con un nivel mayor de disimilitud al en-
contrado.

Los dos aislamientos pertenecientes al grupo 0124/0125
y el inico obtenido del GCV 0128 se agruparon dentro
del grupo general correspondiente al GCV 0124.
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La confirmacion por remuestreo —2000 permutaciones,
UPGMA bootstrapping— del analisis de conglomerados
y de los grupos de diversidad, permiti6 confirmar que
el aislamiento 16 no pertenece a Foc, a pesar de estar
presente en el sistema radical afectado de la planta.
Asimismo accedié verificar que hay una considerable
distancia genética entre los aislamientos de diferentes
GCV, y que los miembros de un mismo GCV formaron
subgrupos entre si y tienen un alto nivel de similitud
genética. Los aislamientos pertenecientes al GCV 0124
fueron nueve obtenidos de Burro Cemsa, 10 del Burro
CEMSA vy 18 obtenidos del Pisang awak (con un nivel
de similitud del 99,8%); 7, 21 y 27 todos de Burro Crio-
llo (con un nivel del 96,1%); 24 de Burro Criollo y 19 de
Burro CEMSA (con e198,9%); 17 de Pisang awak y 15
de Burro Criollo (con el 86,4%); los aislamientos 13, 15
y 30 de Burro Criollo, 34 y 35 de Burro CEMSA, y 32 de
Pisang awak (con el 89%).

Los aislamientos 14 (inico aislamiento obtenido del clon
Manzano perteneciente al GCV 0124) y 21 (Burro Criollo
GCV 0124) mostraron una alta identidad genética (95,3%).

Los aislamientos 38 y 39 obtenidos de Burro Criollo y
pertenecientes al GCV 0124/0125 mostraron en el ana-
lisis de remuestreo una alta similitud con los aislamien-
tos 26, 22 de Burro Criollo correspondientes al GCV
0124, pero con un nivel mas moderado de soporte (79%),
lo que indica que comparte alelos con él y puede consi-
derarse que se derivé de este grupo de compatibilidad,
como se ha sugerido previamente.

El aislamiento 40, perteneciente al GCV 0128, quedé
agrupado en un cluster junto con aislamientos del GCV
0124 (aislamientos procedentes de los clones Burro
CEMSA y Burro Criollo), pero con un nivel menor de
similitud (66,7%), lo que argumenta a favor de que este
GCV comparte alelos comunes con el 0124, aunque se
distancia genéticamente de este en alguna medida.

Los aislamientos pertenecientes al GCV 01210 —aisla-
mientos 4, 5, 6, todos obtenidos del clon Manzano de
diferentes regiones del pais— presentaron una alta iden-
tidad genética entre si, con un nivel del 95,8%. Estos
aislamientos, al mismo tiempo, presentan muy baja
similitud genética con los aislamientos del GCV 0124,
y recibieron muy bajo nivel de soporte en el anilisis de
remuestreo (< del 44%).

Como puede apreciarse, los aislamientos con mayor si-
militud genética estuvieron en todos los casos agrupa-
dos en el mismo GCV, lo que permite argumentar a favor
de esta via de clasificacién genética de las poblaciones.
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Los aislamientos pertenecientes al GCV 0124 se encon-
traron distribuidos en todos los grupos genéticos, para
considerar, dada ademas su amplia distribucién geo-
grafica, que comparte sus alelos con la mayoria de los
aislamientos y GCV, y que por tanto es un GCV origi-
nal, del cual posiblemente se diferenciaron los genotipos
pertenecientes a los GCV 0124/0125 y 0128. Esto con-
firma informes previos de los estudios con colecciones
mundiales de la variabilidad de las poblaciones de Foc

[Ploetz, 1990; Pegg et al., 1996; Koenig, et al., 1997].

En estudios similares donde se incluyeron aislamien-
tos pertenecientes a todos los GCV conocidos de Foc, el
GCV 01210 se agrupé en un linaje independiente
[Koenigetal., 1997] 0 en un linaje en el que se encuen-
trael GCV 0120 [Bentley et al., 1998], también de gran
distribucién mundial, el cual no fue encontrado en
Cuba, y por tanto no se incluyé en el analisis. En el
presente estudio los aislamientos del GCV 01210 pre-
sentaron una gran identidad genética entre siy se agru-
paron con algunos aislamientos del GCV 0124, lo que
indica que comparte algunos alelos comunes en su
genoma; pero en el remuestreo se encontré poco nivel
de soporte (< 40%), de ahi que ambos GCV sean
genéticamente distantes, lo que apoya los informes pre-
vios mencionados. No obstante, el hecho de que el GCV
01210 se ha encontrado solo a nivel mundial —en Cuba,
donde hay referencias desde el siglo XIX de la presen-
cia del hongo en el clon Manzano [Pérez, 2004] y la Flo-
rida, en que fue primeramente informado por Ploetz y
Sheperd (1989), sitios donde no se encuentra el GCV
0120, asi como la falta de similitud genética encontra-
da con el GCV 0124 en el presente estudio y en los in-
formes previos— apoya el enfoque de un origen
polifilético de las poblaciones de Foc, como han sugeri-

do O’Donnell et al. (1997).

No obstante, se detectaron suficientes divergencias en-
tre los aislamientos individuales como para considerar
oportuno realizar un estudio posterior, en regiones mas
conservadas del ADN de Foc. Asimismo, el analisis de
las bandas polimérficas comunes obtenidas entre los
aislamientos del GCV 01210, no presentes en las de GCV
0124.0124/0125 y 0128, permite recomendar para el fu-
turo su secuenciacion, y ver la posible generacién de
cebadores para detectar y diferenciar por PCR los di-
ferentes GCV del pais, lo que agilizaria, haria mas sen-
sible y abarataria el diagnéstico del patégeno.

Los resultados permiten aseverar que los aislamientos

del Burro Criollo (Bluggoe ABB, raza 2) son genéti-
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camente muy similares a los obtenidos del clon Pisang
awak (Burro Vietnamita, ABB), el cual ha sido ataca-
do en la Florida por aislamientos pertenecientes a la
raza 1 [Ploetz, 1990], y confirman los resultados de las
inoculaciones artificiales realizadas por Pérez et al.
(2004), en que ambos clones presentaron reacciones si-
milares frente a dos aislamientos de laraza 2 alos GCV

0124y 0128 obtenidos del clon Burro Criollo.

Se ha discutido la falta de estudios de la variabilidad
de las poblaciones del patégeno en el nuevo mundo
[Pérez, 2004]. Seria deseable completar un estudio de
la composicién de las poblaciones de Foc a nivel del Ca-
ribe y América del Sur que permitiera reconocer las
poblaciones existentes en esta region y obtener un co-
nocimiento mas completo de la variabilidad real de las

poblaciones de Foc en esta zona.

1
X
[ 3
wl
B
L
X

AN B |
“é ooy 5 ML b s
qu_ - -
™t | _400bp
-4 BT >
—300 bp
L +
- ' ! &
4 i = . .—200bp

Figura 5A4. Bandas polimérficas generadas a partir de la combinacién A (E-AAC/M-CAA) de los cebadores

utilizados en el anélisis de AFLP. En la banda derecha se marca el peso molecular obtenido con patrones

de referencia.

fitosanidad/181



Batlle y Pérez

M1 2 3 4 5 67 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 252627 28 29 30 31 32 33 34

00 bp
—400 bp

00 bp

—200 bp

100 bp

Figura 5B. Bandas polimérficas generadas a partir de la combinacién B (E-AAC/M-CAG) de los cebadores

utilizados en el analisis de AFLP. En la banda derecha se marca el peso molecular obtenido con patrones
de referencia.
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Figura 5C. Bandas polimérficas generados a partir de la combinacién C (E-AGG/M-CTC) de los cebadores

utilizados en el analisis de AFLP. En la banda derecha se marca el peso molecular obtenido con patrones
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de referencia.
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Figura 6. Dendograma construido a partir del anélisis de UPGMA con la matriz obtenida con los datos binarios
de las bandas polimérficas generadas por el AFLP. La distancia genética entre aislamientos aparece segin
coeficiente de Jaccard. Aparecen los GCV y razas (entre paréntesis) y nimero del aislamiento de acuerdo con la

relacién de la Tabla 5.

CONCLUSIONES

* Lamorfologia de las colonias de los aislamientos de

Foc en PDA perteneci6 en todos los casos al tipo al-
godonoso blanco con pigmentaciones. No se observé
produccién de lacinias en medio K2 en ninguno de
los aislados de la coleccién.

Los aislados estudiados pueden dividirse en dos gru-
pos de acuerdo con la produccién (odoratum) o no
(inodoratum) de compuestos volatiles. Este caracter
no esta relacionado ni con las razas patogénicas ni
con la produccién de pigmentos.

Las poblaciones cubanas de Foc determinadas hasta
el presente pertenecen alos GCV 01210, 0124, 0124/
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0125y 128. Existen poblaciones correspondientes a
GCV vegetativos diferentes a los grupos 0120, 0121,
0122,0123,0124,0124/0125,0128,0129 01210, 01212,
01213,01214y 01215 que no pudieron ser clasifica-
dos en ningtn GCV. Su frecuencia es muy baja y re-
quieren de una recomprobacién de su patogenicidad
en Musa.

Las poblaciones de Foc encontradas en el clon Man-
zano (subgrupo Silk) pertenecieron en casi todos los
casos al GCV 01210. Las poblaciones encontradas
sobre el clon Burro Criollo y Burro CEMSA (sub-
grupo Bluggoe, ABB) pertenecieron casi exclusiva-
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mente a los GCV 0124/0125, 0124 y 0128. Los GCV
tienen por tanto a nivel local una alta correlaciéon
con las razas y los clones de donde se obtuvieron los
aislamientos.

* Los aislamientos dentro de cada GCV tienen una alta
identidad genética entre siy son genéticamente dis-
tantes de los pertenecientes a los de otros GCV. El
GCV 01210 es genéticamente diferente del 0124, aun-
que comparten alelos comunes, por lo que se consi-
deran sus origenes independientes. Se comprobé que
los aislamientos de los GCV 0128 y 0124/0125 se agru-
paron con el GCV 0124, de ahi que se pueda asumir
que comparten alelos con el 0124 y que pudieran,
dada su mas baja distribucién y frecuencia, haberse
derivado de este grupo de amplia distribucién mun-
dial y nacional.

* La compatibilidad vegetativa ha mostrado ser una
potente herramienta para el diagnéstico de poblacio-
nesy la cuarentena. Los resultados del presente estu-
dio se deben tener en cuenta para la exclusién
cuarentenaria de otros GCV no presentes en el pais en
el germoplasma que se importa con diferentes fines.
El analisis de las bandas polimérficas comunes obte-
nidas entre los aislados del GCV 01210 no presentes
enlasde GCV 0124 0124/0125 y 0128 permite reco-
mendar para el futuro su secuenciacién, y ver la po-
sible generacion de cebadores para detectar y dife-
renciar por PCR los diferentes GCV del pais, lo que
agilizaria, haria mas sensible y abarataria el diag-
néstico del patégeno.
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