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RESUMEN

El presente trabajo se realizé en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas, perteneciente a la Universidad Central
de las Villas. El material vegetal utilizado proveniente del cv. Gran Enano (AAA) fue tratado con agentes mutagénicos
fisicos (radiaciones gamma, fuente ®°Co), para inducir variabilidad genética. Se evalué el comportamiento de la
poblacion frente a la enfermedad Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis). Un somaclén seleccionado por su
resistencia en campo, fue multiplicado in vitro y las plantas aclimatizadas durante 50 dias para evaluar su
comportamiento frente a la enfermedad en condiciones de casa de cultivo mediante la aplicacién de homogeneizado
micelial de M. fijiensis y en un segundo ciclo de multiplicacién en campo. Los resultados mostraron que en la
mayoria de las plantas no se encontraron diferencias respecto al cv Gran Enano (AAA), solamente una expreso
resistencia frente a la enfermedad de forma similar al cv. ‘FHIA 18’ (AAAB) (parcialmente resistente) en cuanto a las
variables evaluadas, obteniéndose una frecuencia de 0.018% para este caracter. Esta planta fue nombrada IBP 446.
A los 60 dias de la aplicacion del homogeneizado micelial de M. fijiensis en plantas micropropagadas de este
somaclén, se encontraron diferencias en los grados de afectacion respecto al control susceptible (Gran enano) en
la casa de cultivo. Cuando se evaluaron plantas del somaclon IBP 446 en un segundo ciclo de multiplicaciéon en
campo se encontraron diferencias con el control susceptible solamente en la floraciéon, mientras que se comportaron
similares en la cosecha.
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ABSTRACT

The present work was carried out in the Plants Biotechnology Institute of the Central University of Las Villas. The plant
material from the cv. Grande Naine (AAA) was treated with physical mutagenic agents(gamma radiation °Co source)
to induce genetic variability. The behaviour of the population to the black Sigatoka was evaluated. A somaclone was
selected by its disease resistance and was in vitro multiplied and the plants were acclimatized to evaluate its
behaviour facing the disease on greenhouse conditions and in a second cycle of multiplication in the field. The
results showed that in the majority of the plants were not found differences respect cv Grande Naine, just one
presented similar reaction to cv. ‘FHIA 18’ (AAAB) (partially resistant) as for the variable evaluated, being obtained a
frequency of 0.018% for this character. This plant was named IBP 446. After 60 days of application of the mycelial
homogenized of M. fijiensis in micropropagated plants of this somaclone, differences in the respect affectation states
were found at susceptible witness in greenhouse conditions. When plants of the IBP 446 were evaluated in a second
cycle of multiplication differences were found with the susceptible control only at flowering, while they behaved similar
at susceptible control in the crop.
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INTRODUCCION

El cv. ‘Gran Enano’, que es un triploide Musa
acuminata (AAA) del subgrupo Cavendish, se
encuentra dentro de los cultivares de fruta mas
ampliamente consumidos en el mundo (Roux,
1998). Sin embargo la produccién de este cultivar,
al igual que la mayoria del género Musa esta
seriamente afectada por la incidencia de plagas y
enfermedades causadas por hongos, bacterias,
virus y nematodos (Arias, 1998), destacandose en
estos Ultimos afos la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis) (Pérez, 1998).

La unica via de solucion para reducir los dafios de
esta enfermedad es la busqueda de variedades
resistentes (Pérez, 1998).

El mejoramiento genético a través de cruzamientos
de los bananos y platanos es extremadamente
dificultoso debido a que la mayoria son triploides,
estériles y con frutos partenocarpicos, por lo que la
utilizacion de técnicas biotecnoldgicas entre las que
se destacan: la mutagénesis in vitro, la
transformacion genética de plantas y la biologia
molecular son herramientas muy utiles para este
cultivo (Doniniy Sonnino, 1998; Nichterlein, 2000).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar la reaccion
frente a Mycosphaerella fijiensis de plantas del cv.
Gran enano, obtenidas a partir del programa de
mejoramiento genético mediante el cultivo de tejidos
y la induccién de mutaciones en diferentes
condiciones de cultivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como materiales vegetales de partida se utilizaron
apices del cv. Gran Enano, obtenidos de hijos tipo
espada con un tamafo aproximado de 50 a 100 cm
de altura que fueron establecidos in vitro de acuerdo
con la metodologia propuesta por Orellana (1994).
Para la induccion de yemas adventicias se utilizé el
protocolo propuesto por Garcia (2002).

- Los explantes de 1 mm? provenientes de yemas
adventicias fueron tratados con 25 Gy de radiaciones
gamma mediante el uso de una fuente ®°Co con una
potencia de 1.98 Gy.min-1-

- Se regeneraron 6 000 plantas que fueron
aclimatizadas segun el instructivo técnico para la
microrpopagacion del platano (MINAG, 1992).

Evaluacion de la reacciéon de las plantas del cv.
Gran Enano a la Sigatoka negra en campo

Las fases de evaluacion en campo se realizaron en
la Estacién Experimental de Remedios “Pedro
Lantigua” (primer ciclo en campo) y en la Empresa
de Cultivos Varios de Quemado de Guines (segundo
ciclo de multiplicaciéon en campo). La distancia de
plantacion fue 3.0x2.0 m y todas las atenciones
culturales se llevaron a cabo segun el instructivo
técnico para el cultivo del platano (MINAG, 1994).

Se tomaron los valores de temperatura (maxima,
media y minima), humedad relativa y precipitacion
de laregién donde se encontraban las plantas.

Se consideré cada planta como un individuo
experimental y se realizaron evaluaciones de la
enfermedad a partir de la floracién hasta la cosecha.
Se evaluaron ademas plantas del cv. FHIA 18 (AAAB)
como control resistente y del cv. Gran Enano (AAA)
como control susceptible, registrandose las
siguientes variables:

_Hoja mas joven manchada (HMJM) (Orjeda, 1998),
__Numero de hojas erectas (NHE),

__Numero de hojas totales (NHT),

_ Numero de hojas funcionales (NHF).

Se seleccioné una planta con un comportamiento
superior en cuanto a la incidencia de la enfermedad
denominandose IBP 446.

Evaluacion de la resistencia del somacléon IBP
446 frente a la Sigatoka negra en casas de cultivo

Empleando la metodologia propuesta por Orellana
(1994) se micropropagaron vitroplantas del somaclén
IBP 446 , las que fueron aclimatizadas como se
describio anteriormente.

Alos 45 dias de adaptadas las plantas en la casa de
cultivo se seleccionaron aquellas que presentaban
una altura promedio de 30 cm y no menos de cuatro
hojas activas, las cuales fueron transplantadas a
bolsas. Se utilizaron como controles el cv. Gran
Enanoy el cv. FHIA 18 como patrones susceptible y
resistente respectivamente.

La preparacién del inéculo de M. fijiensis y la
evaluacion de la enfermedad se realizd segun la
metodologia propuesta por Leiva (1998). Se tomaron
15 plantas por cada somaclén, asi como de los
controles utilizados. Las plantas inoculadas fueron
mantenidas con una humedad relativa del 95 al 100%
las primeras 72 horas. A partir del cuarto dia la
humedad relativa se mantuvo por encima del 50 %
durante el dia, mientras que por la noche fue saturante
(100%).

Las evaluaciones se realizaron a los 30, 45y 60 dias
de inoculadas las vitroplantas, segun la escala
propuesta por Alvarado et al. (2002).

Para el procesamiento estadistico de la variable grado
de afectacion se aplicé la prueba no paramétrica
(Pruebas de Kruskal-Wallis), complementandose con
una comparacion multiple no parametrica de medias
de rango. Se empled el paquete de programas
STATISTIX ver. 1.0 sobre Windows.

Evaluacion de la resistencia del somaclon IBP
446 frente a la Sigatoka negra en el segundo
ciclo de multiplicacion en campo

Con el objetivo de evaluar el comportamiento del
somaclén IBP 446 en un segundo ciclo de
multiplicacion y en otro ambiente, se plantaron 30
hijos conjuntamente con los controles susceptible
‘Gran Enano’ (AAA) y resistente ‘FHIA 18’ (AAAB)
en un experimento completamente aleatorizado en
el area de Quemado de Guines.

Se evaluaron a los seis meses, al florecimiento y al
momento de la cosecha las variables siguientes:
__Hoja mas joven manchada (HMJM),

__Numero de hojas erectas (NHE),

__Numero de hojas totales (NHT),

__ Numero de hojas funcionales (NHF),

__Numero de manos y dedos por racimo,

_ Peso del racimo.

Para el procesamiento estadistico, los valores del
HMJM y NHF fueron transformados por la formula
Yx+1 , se realizaron analisis de varianza de
clasificacion simple. Para determinar los grupos
homogéneos y/o significativamente diferentes, a un



nivel de 5.0%, se utilizé la prueba de rangos multiples
de Duncan o Dunnett’s C, esta ultima cuando no se
cumplieron los supuestos de homogeneidad de
varianza y normalidad de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la reacciéon de las plantas del cv.
Gran Enano a la Sigatoka negra en campo

En las evaluaciones realizadas dentro del area de la
poblacién objeto de estudio no se encontraron
diferencias respecto a la respuesta a M. fijiensis en
las plantas, lo cual evidencié una uniforme difusion
de la enfermedad en el campo experimental. Las
condiciones climaticas presentes en la zona
favorecieron la aparicién y evoluciéon de la
enfermedad. Se registr6 como promedio una
temperatura de 22.6 °C, una humedad relativa de
79% y precipitaciones de 30 mm, en el periodo
comprendido desde febrero a mayo.

En la mayoria de las plantas no se encontraron
diferencias respecto al cv Gran Enano o sea, eran
altamente susceptibles a la enfermedad, solamente
una expreso resistencia a la enfermedad de forma
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similar al cv. ‘FHIA 18’ en cuanto a la hoja mas joven
manchada (HMJM) y demas variables evaluadas
(Tabla 1), obteniéndose una frecuencia de 0.018 %
para este caracter. Esta planta se denominé IBP 446.

Las afectaciones por Sigatoka negra (hoja +3) en el
somaclon IBP 446 y una planta del cv. ‘Gran Enano’
se observan en la figura 1.

Benchamas y Narong (1990) en plantas
provenientes de brotes irradiados con 10y 20 Gy
encontraron, que la mayoria de los clones
irradiados mostraron susceptibilidad a M. fijiensis
similar al control. Sin embargo, algunas diferencias
en cuanto a la apariencia de la lesion y el
amarillamiento del area foliar fueron observadas y
se seleccionaron algunas lineas que mostraban
menor numero de lesiones y mas pequefias.
Mientras que en trabajos realizados por Pérez y
Orellana (1994) no se encontrd resistencia a Sigatoka
negra, cuando se evaluaron mas de 50 000 plantas
del cv. ‘Gran Enano’ provenientes de brotes irradiados
con radiaciones gamma. Similares resultados fueron
obtenidos por Cardona et al. (2000) cuando brotes
de ‘Dominico hartéon’ (AAB) fueron tratados con 25

Gy de radiaciones gamma (¢°Co).

Tabla 1. Incidencia de la Sigatoka negra a los 90 dias de la emision del racimo en el somaclén IBP 446 y

los controles.

Planta HMJM NHE NHT NHF
Gran Enano 2 7 3

IBP 446 5 8 7

FHIA 18 6 10 8

_ HMJM Hoja mas joven manchada _ NHE Numero de hojas erectas _ NHT Numero de
hojas totales _ NHF Numero de hojas funcionales.

Figura 1. Afectaciones por Sigatoka negra a los 90 dias de emitido el racimo, en la hoja +3 del somaclon
IBP446 (Izquierda) y una planta del cv. Gran Enano (Derecha).
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Los resultados obtenidos revelaron la posibilidad de
encontrar plantas en el cv. ‘Gran Enano’ con una
respuesta diferencial a la enfermedad empleando
radiaciones gamma en yemas adventicias, aun
cuando el tamano de la poblacion fue relativamente
bajo para seleccionar individuos con resistencia a esta
enfermedad. La cantidad de material vegetal para ser
tratado y el nimero de plantas a evaluar son aspectos
importantes a tener en cuenta. En la practica, el
tamario de la poblacién esta basado en la frecuencia
de un evento mutacional para un locus especifico de
interés. La resistencia a virus y enfermedades es
menos comun que otros caracteres, requiriéndose
incrementar de 10 a 20 veces el tamafio de las
muestras tratadas (Doniniy Sonnino, 1998).

Evaluacién de la resistencia del somaclén IBP
446 frente a la Sigatoka negra en casas de cultivo

Se pudo comprobar que el homogeneizado micelial
es un inéculo artificial adecuado para la expresién

de los sintomas en condiciones de casas de
cultivo, corroborando el resultado obtenido en el
primer ciclo de multiplicacién en campo en cuanto
al comportamiento de este somaclon frente a M.
fijiensis. ElI cv. Gran Enano resultdé ser el mas
afectado (Tabla 2). Los sintomas consistieron en
manchas elipticas o redondeadas, las cuales
pueden explicarse por la diferenciacion incompleta
de los tejidos foliares de las vitroplantas cuyo
desarrollo limitado y la diferenciacion de las
nerviaciones foliares actuaron como barrera ante
el avance de las hifas del hongo (Mourichon et al.,
2000).

A los 30 y 45 dias no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos, pero ya a los
60 dias se encontraron diferencias entre el
somaclén y el control resistente respecto al cultivar
susceptible utilizado, en cuanto al estado de los
sintomas.

Tabla 2. Medias de los estados de los sintomas provocados por el homogeneizado micelial de M. fijiensis
en las plantas de Musa evaluadas en casas de cultivo.

Evaluaciones (Dias)

Cultivar 30 45 60
M.R. M.Ra. M.R. M.Ra. M.R. M.Ra.
Gran Enano 2.36 344 a 4.13 37.8a 4.63 40.1a
2.21 29.5a 3.66 27.7a 4.22 259b
2.22 276 a 3.69 26.0a 4.09 255D

M. R. Medias reales
M. Ra. Medias de rango

Medias de rango con letras no comunes en una columna difieren por prueba no paramétrica de Kruskal

Wallis para P<0.05.

Varios autores han logrado establecer diferencias
entre cultivares, en cuanto a su reaccion a la
Sigatoka negra. Mourichon et al. (1987) realizaron
inoculaciones utilizando conidios en hojas de
vitroplantas de tres cultivares de Musa spp., los
cuales presentaban diferente sensibilidad al hongo;
a partir de los 38 dias de iniciado el experimento
lograron encontrar diferencias entre los cultivares
estudiados. Resultados similares obtuvo
Hernandez (1995) cuando evalud cultivares del
subgrupo Cavendish frente al cultivo filtrado de M.
fijiensis. Mientras Harelimana et al. (1997) no
encontraron correspondencia entre la alta
resistencia de algunos cultivares y el
comportamiento frente al cultivo filtrado.

Con estos resultados se pudo comprobar que el
homogeneizado micelial, es un inéculo artificial
adecuado para evaluar la expresion de la resistencia
entre somaclones y cultivares de Musa spp.,
corroborando lo plantado por Leiva (1998) y Alvarado
et al. (2002). Leiva et al. (2002) evaluaron dos
cultivares tratados con diferentes indculos de M.

fiiensis en casas de cultivo, encontrando que el
homogeneizado micelial resulté ser el inéculo mas
adecuado, por el método de preparaciéon y
caracteristicas del mismo, para lograr una expresion
uniforme de los sintomas en estas condiciones.

Evaluacién de la resistencia del somaclén IBP
446 frente a la Sigatoka negra en el segundo
ciclo de multiplicacién

En el segundo ciclo se observé que las plantas del
somaclén IBP 446, aunque presentaron una
respuesta a la enfermedad similar al cv. ‘FHIA 18’ a
los seis meses y en la emision del racimo, en la
cosecha estas diferencias desaparecieron y el
comportamiento del somaclén, en cuanto al nUmero
de la hoja mas joven manchada, fue muy similar al
cultivar susceptible (Tabla 3), no pudiendo llenar los
dedos en el racimo. El seguimiento de la evolucién
de esta enfermedad es muy conveniente, en cualquier
material vegetal nuevo con resistencia a dicha
enfermedad, para determinar su estabilidad en el
tiempo (Guzman et al., 2000).
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Tabla 3. Reaccion del somaclén IBP 446 frente a la Sigatoka negra en el segundo ciclo de cultivo.

Planta Seis meses Emision del racimo Cosecha
HMJM NHF HMJM NHF HMJM NHF
Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media
real transf. real transf.  real transf. real transf. real transf. real transf.
IBP446 6.0 264ab 71 284a 6.5 273a 720 276b 0.8 1.31b 155 151b
Gran E. 55 254b 6.6 2,75b 5.0 243b 525 247c 0.6 1.23b 135 1.44b
FHA18 625 269a 735 288a 695 281a 925 319a 515 246a 740 289a
EE +0.04* +0.029 +0.06 * +0.07 * +0.06 0.14 *

HMJM Hoja mas jéven manchada

_ NHF Numero de hojas funcionales

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren por Duncan o Dunnett'C* para p< 0.05.

Una vez emitida la inflorescencia, las plantas dejaron
de emitir hojas comenzando el proceso de
traslocaciéon de nutrientes a la inflorescencia, por
consiguiente las hojas se tornan débiles y
susceptibles a las enfermedades (Pérez, 1998). Este
proceso acompafado de un efecto favorable de las
condiciones climaticas en el periodo de julio-
septiembre (temperatura 27°C, humedad relativa
83.8% y precipitaciéon acumulada de 51.66 mm)
propicio el desarrollo de la enfermedad y permitio su
diseminacion por toda el area foliar de las plantas.
Todo esto, sumado al hecho de no tener el area ningun
control quimico contra la enfermedad, no permitié un
numero 6ptimo de hojas para la produccion de un
buen racimo, lo cual se tradujo en racimos de peso
disminuido, ya que el numero de hojas funcionales al
momento de la floracién y su persistencia a través
del periodo de llenado del fruto son criticos en la
determinacion del rendimiento de Musaceas (Coto et
al., 1995).

Fouré (1994) consider6é que existen dos tipos de
interaccion entre los cultivares de Musay M. fijiensis:
una interaccion incompatible o extrema resistencia
y una interaccion compatible de desarrollo de las
lesiones. Todos los hibridos de la FHIA presentan el
segundo tipo de reaccion. En ellos la resistencia a la
enfermedad se expresa por un alargamiento del ciclo,
la reduccion del tamafio de las lesiones y de la
capacidad de produccién de esporas (Pérez, 1998)
lo que les permite completar su ciclo hasta la cosecha
con mas de seis hojas sin manchas en los tipos mas
resistentes (FHIA 02, FHIA 03y FHIA 18) y con mas
de tres hojas en FHIA 23 y el SH 3436. Mientras que
otros como el FHIA 04 expresaron resistencia
solamente hasta el florecimiento (Jone, 1994). En
experimentos realizados en Cuba plantas de FHIA
04 presentaron en la floracion 12 hojas funcionales y
tres con machas, mientras que en la cosecha
solamente contaron con 1.3 hojas funcionales y todas
sus hojas con manchas (Orellana, 2001, comunicacon
personal). Cultivares originados desde Brasil (PV03-
44 y PA03-22) presentaron este mismo

comportamiento (INIBAP, 1998). Resultados similares
se apreciaron en las plantas del somaclon IBP 446.

La herencia de la resistencia a la Sigatoka negra es
el resultado de la interaccion entre alelos recesivos
de un locus mayor (bs,) y aquellos de al menos dos
genes menores independientes con efectos aditivos
(bsr,y bsr,) (Ortizy Vuylsteke, 1994; Craenen y Ortiz,
1996; Mourichon et al., 1997; Carrel et al., 1999). En
cultivares diploides es necesario un genotipo que
presente homocigosis recesiva en estos genes para
lograr resistencia a la enfermedad, mientras que los
alelos bsr; no son suficientes para producir genotipos
menos susceptibles y en un genotipo homocigético
bs, solo 0 en combinacién con un solo homocigoético
para bsr, no resulta en una resistencia parcial, aunque
estos fenotipos tienen una respuesta menos
susceptibles (Ortiz y Vuylsteke, 1994). Por un simple
evento mutacional es muy dificil cambiar el estado
alélico de estos tres genes para lograr resistencia al
patégeno, pero si se puede cambiar el estado alélico
de al menos uno que influira en la reaccion de la

planta a la enfermedad.
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