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RESUMEN

El empleo de métodos de evaluacion de la respuesta de plantas de Musa a la infeccién natural con
Mycosphaerella fijiensis Morelet en campo han permitido la diferenciacion de genotipos susceptibles,
parcialmente resistentes y resistentes a la Sigatoka negra. Sin embargo, no existen métodos de inoculacion
artificial reproducibles ni se ha logrado caracterizar el ciclo infectivo de M. fijiensis combinado con el uso de
variables epifitioldgicas y componentes de la resistencia para diferenciar genotipos de Musa spp. en casa de
cultivo. En el presente trabajo se presenta un protocolo para solucionar dicho problema. En él se describen
aspectos relacionados con los caracteres culturales, morfoldgicos, moleculares y agresividad de aislados de
M. fijiensis, asi como el uso de una escala evaluativa descriptiva. Asimismo, permite la utilizacion de variables
epifitiolégicas y componentes de la resistencia para caracterizar el ciclo infectivo de M. fijiensis en casa de
cultivo y diferenciar la respuesta de genotipos susceptibles y resistentes. Con este protocolo se logra reducir
el tiempo requerido para evaluar la resistencia de Musa spp. a M. fijiensis y por ende se pueden realizar un
mayor numero de evaluaciones. Ademas, proporciona una herramienta que permite abordar estudios
relacionados con la interaccion Musa-M. fijiensis, facilita la validacion de predicciones bioinformaticas, abre
un camino en la busqueda de nuevos candidatos de fungicidas y en el control bioldgico de la Sigatoka negra.
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ABSTRACT

The use of assessment methods of Musa response to natural infection with M. fijiensis in field has allowed
differentiation of susceptible, partially resistant and resistant genotypes to black Sigatoka. However, artificial
inoculation methods are not reproducible. Neither, characterization of the infective cycle of M. fijiensis combined
with the use of epidemiological variables and components of resistance to differentiate genotypes of Musa
spp has been achieved. A protocol to solve this problem is presented in this paper. It describes aspects
related to cultural characteristics, morphological, molecular and aggressiveness of isolates of M. fijiensis,
and the use of descriptive evaluation scale. It also allows the use of epidemiological variables and components
of resistance to characterize the infective cycle of M. fijiensis in greenhouse and differentiate the response of
susceptible and resistant genotypes. This protocol is able to reduce the time required to evaluate the resistance
of Musa spp against M. fijiensis and therefore to make a greater number of evaluations. It also provides a tool
for supporting related studies on Musa-M. fijiensis interaction, facilitates the validation of bioinformatic predictions,
opens a path in search of new candidates of fungicides and biological control of black Sigatoka.
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INTRODUCCION

La mayoria de las variedades de platanos y
bananos son partenocarpicas y no producen
semillas por lo cual son cultivos dificiles de
mejorar genéticamente (Robinson, 1996). A
pesar de esto, los programas de mejoramiento
genético han obtenido progresos y como

resultado se han obtenido nuevos clones
hibridos, que han estado disponibles para su
evaluacion en diferentes sitios.

La raya negra de la hoja o Sigatoka Negra, es la
enfermedad mas importante que ataca la
superficie foliar de Musa spp. (Mourichon et al.,
2000). Produce grandes pérdidas del area
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fotosintética tanto por la accion del patégeno como
de sus toxinas difundidas (El-Hadrami et al.,
2005). Esta enfermedad esté considerada como
la mas perjudicial para este cultivo a nivel mundial
(Pasberg-Gaul et al., 2000).

El agente causal de la Sigatoka negra es el
hongo ascomycete Mycosphaerella fijiensis
Morelet, descrito por vez primera por Leach
(1964). El ciclo de vida de este patdgeno esta
caracterizado por dos estados: uno sexual
(teleomorfo) y otro asexual (anamorfo)
(Meredith y Lawrence, 1969).

Para complementar los programas de
mejoramiento genético de Musa es
recomendable disponer de metodologias de
evaluacion y seleccién de genotipos
resistentes frente a M. fijiensis que sean
eficientes y reproducibles (Bakry et al., 2009).

La evaluacién en campo bajo condiciones
naturales de infeccioén, ha sido durante mucho
tiempo el tnico método disponible para evaluar
y seleccionar genotipos de Musa resistentes a
M. fijiensis (Orjeda, 2000). Dichas evaluaciones
deben estar validadas por la comparacioén de los
genotipos de interés con cultivares de referencia
en pruebas multilocales (Mourichon, 1995, Carlier
etal., 2003) por lo que la evaluacion en campo es
inconveniente y costosa para una prueba rapida
en la identificacién de genotipos de Musa
resistentes a M. fijiensis.

Sin embargo, en campo se han observado
diferencias en la respuesta de los genotipos a M.
fijiensis con la utilizacion de plantas cultivadas in
vitro, pero estos ensayos no se realizaron con
una presion de indculo uniforme por lo que sus
resultados no pudieron ser comparados con los
obtenidos en otras localidades (Mobambo et al.,
1994). Esto indica la necesidad de establecer
métodos repetibles y reproducibles de evaluacion
temprana de la resistencia.

Asimismo, se han desarrollado métodos de
evaluacion temprana de la resistencia a M.
fijiensis tales como: inoculacion artificial en
invernadero (Mourichon et al., 1987),
inoculacion de fragmentos de hojas de plantas
adultas (Abadie et al. 1999; El-Harami et al.,
2000; Pérez et al., 2006; Twizeyimana et al.,
2007), la utilizaciéon de toxinas en hojas y
suspensiones de cloroplastos (Harelimana et
al., 1997; Lepoivre et al., 2003; Bussogoro et
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al., 2004) y la inoculacion artificial de plantas
de Musa spp. cultivadas in vitro de plantas en
fase de multiplicacién dentro de tubos de
ensayo (Twizeyimana et al., 2007). Sin
embargo, en el primero solamente se describe
el desarrollo de sintomas; en el segundo el
hongo no logra completar su ciclo de vida
debido a la senescencia temprana de los
fragmentos de hojas y la presencia de
contaminantes bacterianos y fungicos que
interfieren con la evaluacién; en el tercero
existen varias toxinas de M. fijiensis y ninguna
de ellas son determinantes primarios de la
patogenicidad y el ultimo carece de repetibilidad
y reproducibilidad.

De igual modo, se requieren variables
epifitiolégicas que puedan caracterizar el ciclo
infectivo de este patdégeno en casa de cultivo para
su posible utilizacion en la seleccion de genotipos
resistentes a la Sigatoka negra, las cuales no han
sido utilizadas en su mayoria. Esta problematica
ha impedido un mayor avance en los programas
de mejoramiento genético de Musa frente a este
importante patdégeno.

Tomando en consideracién lo anteriormente
mencionado, el presente trabajo tuvo como
objetivo de presentar un protocolo para la
diferenciacion de genotipos de Musa spp.
mediante la reproduccién del ciclo infectivo de
M. fijiensis y el uso de variables epifitiolégicas
y componentes de la resistencia.

Para la confeccion del presente protocolo se
tomaron en consideracion varias investigaciones
cientificas informadas en publicaciones previas
(Leiva-Mora et al., 2002; Alvarado-Cap¢ et al.
2003; Garcia et al.,2003; Acosta-Suarez et al.,
2004; Cruz-Martin et al., 2004; Leiva-Mora et
al., 2006; Bermudez-Caraballoso et al., 2007)
y tesis (Leiva-Mora, 1998; Cruz-Martin, 2002;
Acosta-Suarez, 2004; Leiva-Mora, 2008)
relacionadas con la evaluacion temprana de la
resistencia a Mycosphaerella fijiensis Morelet
en platanos y bananos.

MATERIALES
Materiales bioldgicos
Cepas de M. fijiensis

Se utilizaran cepas de M. fijiensis previamente
caracterizadas en base a su patogenicidad y
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agresividad asi como respecto a sus
caracteres culturales y morfologicos (Cruz-
Martin et al., 2004). Se recomienda utilizar
aquellas que mayor agresividad hayan
mostrado en los ensayos de caracterizacion
patogénica y que no tengan mas de cuatro
subcultivos.

Plantas de Musa spp.

Se emplearan genotipos de Musa spp. segun
el interés del evaluador.

Se sugiere incluir a: ‘Grande naine’ (Musa AAA)
(control susceptible), ‘Calcutta 4’ (Musa AA)
(control resistente) y ‘FHIA-18’ (Musa AAAB) o
‘FHIA-25" (Musa AAA) (controles de resistencia
parcial). Los genotipos sugeridos serviran como
referencia para la clasificacion del fenotipo de
la resistencia.

Materiales y equipos

. Agua desionizada estéril

. Asa de inoculacion para hongos

. Agitador orbital (Gerhardt)

. Bandejas plasticas

. Batidora (Waring)

. Bolsas de polietileno

. Cabina de flujo laminar

. Camara de Neubauer (hematocimetro)

. Cesto o bandeja para recoger residuos

10. Contador de colonias

11. Cuaderno de trabajo

12. Erlenmeyers 500

13. Espatula de Drigalski

14. Guantes

15. Higrotermdégrafo

16. Homogenizador (Ultra-turrax T25)

17. Horadador (sacabocado)

18. Incubadoras (25-28°C)

19. Marcadores permanentes

20. Mechero

21. Micropipetas de 5 000, 1 000y 200 il

22. Microscépio optico

23. Papel de filtro (Whatman N° 4)

24. Pinceles

25. Placas de Petri (7 cm de diametro)

26. Portaobjetos y cubreobjetos

27. Puntas estériles para Micropipetas de
5000, 1000y 2001 |

28. Tamizde 40 im

29. Tijeras

30. Tapa boca

31. Vasos de precipitado de 1 000 ml

estériles
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32. Luxémetro (Extech Light Meter
401025)

33. Bandejas de polieturano (70 alveodlos)

34. Recipientes de cultivo de 500 ml de
capacidad

Medios de cultivo y soluciones

- Agar papa dextrosa (PDA, Difco) (bacto
dextrosa 20g, bacto agar 15g, H,0 1 000
ml, pH = 5.6). Se usara para el
aislamiento, caracterizacién cultural y
morfolégica de los aislados de M.
fijiensis, asi como para el subcultivo y
mantenimiento de las cepas.

- Alcohol (70%) (v/v) para la desinfeccion
del instrumental y el puesto de trabajo en
la preparacién del inéculo asi como para
la desinfeccién de los utensilios
empleados para la inoculacién artificial.

- Balsamo de Canada (Fluka)

- Caldo papa dextrosa (PDB, Duchefa)
(Extracto de papa 49, dextrosa 20g, H,O
1000 ml, pH =5.6). Este medio de cultivo
sera utilizado para la produccién de
micelio.

- Gelatinaal 1%

- KOH 10% (m/v)

- Lactofenol (fenol 20 g; acido lactico 20 g;
glicerol 40 g; agua 20 ml).

PRECAUCIONES Y MEDIDAS DE
SEGURIDAD

A pesar que Mycosphaerella fijiensis es un
hongo fitopatdgeno y no se considera
potencialmente patégeno para la salud humana
y que las estructuras infectivas producidas in
vitro (micelio o conidios) son las mas
comunmente utilizadas en la inoculacién artificial,
se recomienda utilizar guantes, batas sanitarias,
tapaboca y todos los medios de proteccion
necesarios para prevencion de riesgos a la salud
de los técnicos e investigadores que participen
en los ensayos de inoculacion.

PROCEDIMIENTO
I. Preparacion del material vegetal

1. Propagar plantas de Musa spp. por
organogénesis (Orellana, 1994) o
embriogénesis somatica (Kosky et al.,
2001).

2. Aclimatizar en casa de cultivo como
sigue: los primeros 30 dias se
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mantendran en bandejas de
polieturano (70 alvéolos) con sustrato
compuesto por 50% de humus de
lombriz, 30% de compost y 20% de
zeolita a una razon de 5:3:2 (Y/,).
Nota: La intensidad luminosa se
regulara mediante una malla
sombreadora plastica de color negro,
que permitira el paso del 70.0% de la
luz solar (aproximadamente 3 361
pgmol m? s).
Transferir a recipientes de 500 ml de
capacidad y mantener hasta alcanzar
como minimo 20 cm de altura y al
menos tres hojas activas (Figura 1).
Colocar las plantas en un cuarto de
inoculacién al menos una semana
antes de inocular.
Realizar previo a la inoculaciéon una
poda de saneamiento para eliminar
cualquier parte del material vegetal
que haya sufrido dafos mecanicos
0 porciones de tejido afectadas por
algun patoégeno o plaga que pueda
enmascarar los resultados del
experimento.
Nota: En el cuarto de inoculacién es
importante una adecuada iluminacién
(debe ser aproximadamente igual
3841 ymol m? s') y que esta se
distribuya de manera uniforme ya que
muchas de las toxinas de M. fijiensis
requieren de la luz para lograr su
actividad fitotéxica (Daub vy
Ehrenshaft, 2000).
Nota: La distancia entre plantas debe
estar acorde con su habito de
crecimiento para evitar solapamiento
de hojas de plantas diferentes. El local
de inoculacion debe estar limpio.

Il. Preparacion del in6culo

1.

Tomar un fragmento de micelio del
aislado seleccionado (procedente de
tubos de ensayo con medio de cultivo
PDA y conservado a 4°C) e inocularlo
en placas de Petri con medio de
cultivo PDA. Incubar durante 14 dias.
Inocular Erlenmeyers (250 ml de
capacidad) que contengan 100 ml del
medio de cultivo PDB con 5 ml de una
suspension micelial con una
concentracién en orden de 10°
fragmentos de micelio ml".
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Nota: Para comprobar la calidad del
inéculo preparado, se sugiere
diseminar 50 pl de la suspension
micelial de M. fijiensis, en placas de
Petri que contengan medio de cultivo
Agar nutriente e incubar a 30°C
durante 24 h. Esto permite comprobar
que no contiene contaminantes
bacterianos.

Incubar los Erlenmeyers inoculados
en un agitador orbital (Gerhardt) a
26°C y 120 rpm durante 14 dias.
Eliminar el medio de cultivo por
decantacién y colectar el micelio.
Tomar 1 g de micelio y homogenizarlo
en un tubo de ensayo (FALCON® de
50 ml de capacidad) con 30 ml de
agua desionizada estéril en un
homogenizador (Ultra-turrax T25)
durante 1 minuto (Figura 1).

Filtrar el homogenizado micelial a
través de un tamiz (40 um).
Determinar la concentracién de
fragmentos de micelio ml"" mediante
conteo en camara de Neubauer en un
microscopio 6ptico (aumento 100x).
Ajustar con agua destilada estéril la
concentracion de fragmentos de
micelio a un valor aproximado de 10°
fragmentos de micelio ml-'.
Afadir  gelatina para
concentracion final del 1% (m/v).

una

I1l. Inoculaciéon y evaluacién

1.

Aplicar el homogenizado micelial con
un pincel sobre el envés de las tres
hojas mas jovenes totalmente
extendidas (Figura 1).

Dejar secar las hojas inoculadas
durante dos horas y luego mantener
la humedad relativa entre el 90-100%
(mediante aspersion o nebulizacion)
durante los tres primeros dias y
después se mantendra por encima
del 70%.

Incluir como controles: plantas
inoculadas con agua desionizada
estéril (controles de inoculacion),
plantas inoculadas con gelatina al 1%
(control de posible fitotoxicidad del
adherente foliar), asi como plantas
sin inocular (controles absolutos).
Revisar diariamente las plantas hasta
que aparezcan macroscopicamente
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los primeros sintomas por el envés
(aproximadamente a partir de los 10-
14 dias).

Nota: Se podran evaluar diferentes
tipos de variables de acuerdo con el
interés del investigador. A continuacion
se recomiendan algunas variables
utiles en la evaluacion de la respuesta
de genotipos de Musa spp. a la
inoculacion artificial de M. fijiensis.

Variables epifitioldgicas

Periodo de incubacion: Periodo que media
desde la inoculacion hasta la apariciéon de los
primeros sintomas. Se evaluara a partir de los
10 hasta los 21 dias posteriores a la inoculacién
(dpi) artificial.

Tiempo de evolucién de los sintomas: Definido
como el tiempo (dias) desde que aparecen los
primeros sintomas hasta la aparicién de
manchas grises con centro seco.
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Tiempo de desarrollo de la enfermedad:
Definido como el tiempo que media desde la
inoculacién hasta que aparecen manchas
grises con centro seco.

indice de infeccion: Definido como el
porcentaje del area de las hojas con lesiones
necréticas mediante la estimacién usando la
escala diagramatica desarrollada por Stover
(1971) y modificada por Gauhl (1994) para
evaluar la resistencia de Musa spp. a las
especies de Mycosphaerella que causan el
manchado de las hojas (Carlier et al., 2002),
en la cual: 0= no presencia de sintomas; 1=
Estadios 1, 2, 3, pero no mas de 10 sintomas
con estadio 4; 2= mas de 10 sintomas con
estadio 4 pero menos del 5% del area de las
hojas afectadas; 3= 6 al 15% del area de las
hojas afectadas; 4= 16 al 33% del area de las
hojas afectadas; 5= 34 al 50% del area de las
hojas afectadas; 6 = mas del 50% del area de
las hojas afectadas. La evaluacion se realizara
a los 63 dpi

Figura 1. Inoculacion artificial de plantas de Musa spp. con Mycospharella fijiensis en casa de cultivo. A.
Cultivo de M. fijiensis en PDB, B. preparacion de la suspension de micelio, C. plantas de Musa spp. obtenidas
por cultivo in vitro y aclimatizadas, D. Inoculacion artificial con pincel por el envés de las hojas, E. Sintomas

en hojas inoculadas.
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Area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE): Esta variable se
calculara acorde con la formula propuesta por
Shanery Finney (1977):

i[(YH-nl +Yi)/2][xi+1 - XI]

donde Yi= expresa la severidad (en funcién
del indice de infeccion acorde con la escala),
Xi=tiempo (dias) a la i-ésima observacion y
n=numero total de observaciones.

La severidad se calculara segun la férmula

nb
=N

donde n=numero de hojas en cada nivel de la
escala; b= valor de la escala correspondiente,
N= 7y T=numero total de hojas evaluadas por
plantas, y se utilizara la escala evaluativa que
aparece en la figura 2.
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Componentes de la resistencia

NUmero y area de las lesiones necréticas: Estas
variables se sugiere evaluarlas entre los 45-63
dpi en las hojas inoculadas que tengan manchas
necroticas. Se cuentan y miden todas las manchas
necroticas individuales en estadio 4 y 5 (Figura 2),
provenientes de la parte media de las hojas y se
descartan aquellas que se ubicaban enlos bordes y
en el tercio basal y apical de las hojas. El area de
las lesiones necroticas, se calculara mediante la
férmula de la elipse A=3.14xaxb, donde ay b son
los radios mayores y menores de las manchas
elipticas o redondeadas observadas el genotipo
que se evalue.

Periodo de generacion de las estructuras
asexuales. Tiempo que media entre la fecha de
la inoculacién y la producciéon de los primeros
conidios en las hojas enfermas (dias). Sugerimos
comenzar a evaluar dicha variable a partir del
estadio 3y 4 (Figura 2). Observar el envés de las
hojas preferiblemente.

Estado 0 Hoja sin sintoma

Estado 1 Hoja con pequefias lesiones puntiformes de

coloracion rojiza por el envés y sin sintomas por el haz.

Estado 2 Hoja con manchas de contornos regulares o
irregulares de coloracion pardo-rojiza por el envés de la
hoja y sin sintomas por el haz.

Estado 3 Hoja con manchas de contornos regulares o
irregulares de coloracion pardo-rojiza por el haz.

Estado 4 Hoja con manchas negras (elipticas o
circulares) con bordes cloréticos y halo acuoso. La hoja
mantiene dreas de tejido verde.

Estado 5 Hoja con manchas negras con centros secos
" grises, las hojas pueden estar completamente
.~ necrosadas y colgar del pseudotallo.

Figura 2. Escala descriptiva para la evaluacion del desarrollo de los sintomas en hojas de Musa spp. inoculadas

con M fijiensis Morelet (Alvarado-Cap¢ et al., 2003).
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Nimero de conidios, espermogonios y
pseudotecios: Para evaluar estas variables se
tomaran discos de hojas (1 cm de diametro)
mediante un horadador que contengan
manchas correspondientes a los estadios 4 y
5 (Figura 2) y se decoloraran en una solucién
de KOH 10% (™, ) durante 24h. Posteriormente
los discos seran lavados en agua desionizada
estéril durante una hora tres veces
consecutivas, para luego colocarlos en
portaobjetos con lactofenol. Finalmente, se le
colocan cubreobjetos y las muestras pueden
ser selladas con balsamo de Canada. Las
observaciones pueden realizarse microscopio
6ptico con un aumento de 200x. Para la
diferenciacion de los espermogonios y
pseudotecios se sugiere observar la figura 3.

CULMINACION DEL ENSAYO

Una vez concluida la ultima evaluacion se
procedera a desmontar el experimento. El
material vegetal inoculado sera extraido de las
macetas o bolsas y todos los restos vegetales
se colocaran en bolsas de polietileno para
evitar la diseminacion del patdégeno. Las bolsas
finalmente seran incineradas.
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CONSIDERACIONES FINALES

El presente protocolo, ha logrado
estandarizar la produccion de in6culo de
M. fijiensis para la diferenciacion temprana
de genotipos de Musa de respuesta
conocida en campo. Asimismo, ha
permitido seleccionar aislados de M.
fijiensis segun su agresividad en los
ensayos de inoculacion.

Este protocolo garantiza un desarrollo
homogéneo de los sintomas en las plantas
inoculadas vy la utilizacion de una escala de
evaluacion descriptiva que junto a variables
epifitioldgicas y componentes de la
resistencia permiten evaluar tempranamente
la respuesta de genotipos de Musa frente a
M. fijiensis.

Colateralmente, este protocolo utiliza plantas
procedentes del cultivo de tejidos, con lo cual
se incrementa la homogeneidad en su altura,
edad, numero de hojas activas, condiciones
de aclimatizacion, nutricion y su estado
fitosanitario sin la presencia de otros
patégenos foliares.

—

Figura 3. Morfologia de espermogonios (a) y pseudotecios (b) de M. fijiensis observados a partir de lesiones
necroticas correspondientes al estadio 5 (tabla1) en el cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA).

Nota: para observar la presencia de pseudotecios en las plantas inoculadas artificialmente se deben inocular
al menos dos cepas de M. fijiensis que pertenezcan a diferentes grupos de apareamiento sexual.
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Con este trabajo, se demuestra que con
suspensiones miceliales se puede reproducir
la sintomatologia de la Sigatoka negra y
diferenciar la respuesta de genotipos de Musa
en casa de cultivo. Este método en
comparacion con las evaluaciones de campo,
posibilita determinar la respuesta de los
genotipos de Musa independientemente de las
condiciones ambientales que existan. En la
literatura cientifica especializada sobre M.
fijiensis, no se encuentran estudios que combinen
la caracterizacion cultural, morfolégica, molecular,
patogénica y de agresividad de conjunto; para
realizar un analisis global de la variabilidad entre
aislados de esta especie.

La introduccion del presente protocolo ha sido
acreditada en la evaluacion de la respuesta de
mutantes de dos cultivares de Musa spp. (‘Grande
naine’ y ‘FHIA-21"), obtenidos por mutagénesis
fisica y seleccion en campo (Garcia et al., 2003;
Bermudez-Caraballoso et al., 2007).

Asimismo, ha permitido evaluar la respuesta de
lineas de plantas de ‘Grande naine’ genéticamente
transformadas via Agrobacterium tumefaciens
(Acosta-Suarez et al., 2004) y se ha logrado la
construccion de bibliotecas substractivas de
ADNCc de los genotipos ‘Calcutta 4’ y ‘Niyarma yik’
(Mendoza-Rodriguez et al., 2004; Mendoza-
Rodriguez et al., 2005).

Ademas, se ha empleado para la evaluacion
de la variabilidad patogénica en diferentes
aislados de M. fijiensis (Leiva-Mora et al.,
2006). También ha permitido la estandarizacion
de un protocolo para la extraccion de ARN de
alta calidad a partir de hojas con sintomas y
poder de este modo analizar molecularmente
la interaccion Musa-M. fijiensis (Sanchez-
Rodriguez et al., 2008; Portal, 2009).

Igualmente, ha permitido el analisis histologico
y bioquimico de la interaccién Musa-M. fijiensis
(Sanchez-Garcia et al., 2009), asi como evaluar
la efectividad del control in vitro de M. fijiensis
con bacterias aisladas de la filosfera de banano
(Cruz-Martin et al., 2009). Las herramientas
bioinformaticas, para el estudio funcional de
secuencias expresadas durante la interaccién
Musa-M.fijiensis requieren de un modelo
experimental similar al expuesto en el presente
protocolo para validar sus predicciones.
Igualmente, podra seguir aplicandose en
programas de mejoramiento genético de Musa
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spp., particularmente en la evaluacién de
genotipos de Musa spp. genéticamente
transformados.
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