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RESUMEN

Los bananos y platanos son componentes importantes de la dieta humana ya sea como alimento cocido o
como fruta fresca. Las enfermedades causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) y Mycosphaerella
fijiensis han amenazado la desaparicion de los mismos. Estos cultivos son dificiles de mejorar genéticamente
debido a que son estériles, no producen semillas y la mayoria son partenocarpicos. Sin embargo, el empleo
de los cruzamientos genéticos mediante las técnicas de hibridacion, han sido alternativas exitosas en los
programas de la FHIA y el lITA, los cuales han puesto en manos de productores numerosos hibridos mejorados
frente a dichas enfermedades. Por otra parte, la Biotecnologia vegetal ha desarrollado un conjunto de técnicas
para la micropropagacion de Musa spp. que han permitido aumentar la tasa de multiplicacién, disponer de
material vegetal sano (libre de plagas y enfermedades) y homogéneo, adecuado para realizar la plantacion.
Las técnicas mutagénicas, el uso de la variacion somaclonal, la embriogénesis somatica y mas recientemente
el empleo de técnicas de transformacion genética, han permito avanzar y complementarse con el mejoramiento
genético clasico de Musa para la busqueda de genotipos resistentes frente a las principales enfermedades
fungicas. Los sistemas de evaluaciéon en condiciones de campo de la resistencia de genotipos de Musa spp.
frente Foc y M. fijiensis han demostrado ser utiles aunque laboriosos. Para aumentar la eficiencia en la
seleccion de genotipos promisorios, se requiere del desarrollo de metodologias de evaluacion temprana
reproducibles ya sea utilizando el patdogeno o sus derivados.

Palabras clave: evaluacién y seleccion, Fusarium oxysporum, Musa improvement, Mycosphaerella fijiensis,
programas de hibridacion

ABSTRACT

Bananas and plantain are important food staple in human diet, even cooked or consumed fresh. Fungal
diseases caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) and Mycosphaerella fijiensis have threated to
distroy Musa spp. Those crops are difficult to breed genetically because they are steriles, do not produce fertil
seeds and they are partenocarpic. Genetic crossing by hibridization have been used successfully in FHIA and
IITA Musa breeding programs, they have released numerous improved hybrids to those diseases. Plant
Biotechnology has developed a set of techniques for Musa micropropagation to increase multiplication rates,
healthy and safety plant material for plantation. Mutagenic techniques, somaclonal variation, somatic
embryogenesis and more recient genetic transformation have enabled advances and complementation with
clasical Musa breeding for searching resistance to principal fungal pathogen of Musa spp. Field evaluation
systems to find Musa resistant genotypes to Foc and M. fijiensis have demostrated to be usefull but laborious.
Nevertheless to enhance eficacy in selection of promissory genotypes the development of reproducible early
evaluation methodologies by using fungal pathogens or their derivates is needed.

Key words: evaluation and selection, Fusarium oxysporum, hybridization programs, Mycosphaerella fijiensis, Musa
improvement

Generalidades del cultivo de Bananos y Platanos Origen y distribucion

Los bananos y platanos son fuentes de alimento tanto Los bananos y platanos se originaron en el sureste
para consumidores de sectores rurales como de Asiay las Islas del Pacifico (De Langhe, 1996;
urbanos. Son producidos en las zonas tropicales Robinson, 1996; Jones, 2000). El cruzamiento
humedas y constituyen una importante fuente de natural de varios diploides no comestibles de Musa
ingresos para campesinos y pequeios productores. acuminata durante muchos afios dio como
Se cultivan en mas de 100 paises de las regiones resultado hibridos partenocarpicos, con esterilidad
tropicales y subtropicales del planeta (Sharrock y femenina, fruto comestible y triploides en su
Frison, 1999) y para su cultivo son utilizadas mas de estructura genodmica. Estos diplodes y triploides
10 millones de hectareas (Marin et al., 2003). seleccionados de Musa acuminata fueron



132

trasladados a areas mas secas donde otros
diploides silvestres de Musa balbisiana se
desarrollaron naturalmente y de este modo ocurrieron
hibridaciones interespecificas entre Musa (Genoma
A)y Musa (Genoma B) (Robinson, 1996).

Importancia alimentaria, econémica y social de
Musa spp.

Los bananos y platanos son componentes
importantes de la dieta humana en casi todos los
paises del mundo, ya sea como alimento cocido o
como fruta fresca (Marin et al., 2002). Como alimento,
proporciona carbohidratos, posee bajo contenido de
sodio, y es la fuente mas rica de potasio y vitamina
B, lista para consumir (Chandler, 1995; Kodyn y
Zapata, 1999).

La produccién anual de bananos y platanos a nivel
mundial supera los 76 millones de toneladas y la
exportacion de estos es clave para la economia de
muchos paises en desarrollo (Marin et al., 2003).

En América Latina y el Caribe los bananos y platanos
aportan mas de un tercio de la produccion mundial
(aproximadamente 30 millones de toneladas métricas
por afio) y contribuyen con un 83% de los bananos
para exportacion. Estos tienen especial importancia
socioeconémica para la region, dado que aqui se
encuentran cuatro de los cinco mayores productores
de banano del mundo: Ecuador, Costa Rica, Colombia
y Panama aunque constituyen unicamente el 30%
de la produccion regional. Casi un 70% de los bananos
y platanos producidos en América Latina y el Caribe
son para consumo local. Brasil es el mayor productor,
con un rendimiento aproximado de 6 millones de
toneladas anuales, de las cuales menos del 1% se
destina a la exportacion. El platano (Musa spp. AAB)
en particular, forma parte importante de la seguridad
alimenticia de la region.

Este cultivo es importante desde el punto de vista
social debido a que proporciona empleo a miles de
personas, sin tener en cuenta las actividades
referentes al transporte, seguros y comercio en el
mundo entero, lo que da lugar a ingresos adicionales
que suman miles de dolares (Swennen et al., 1995).

Principales enfermedades fungicas de Musa

Los bananos y platanos estan expuestos a
enfermedades, plagas y al agotamiento de los
nutrientes del suelo (Mobambo, 2002). Las
enfermedades han afectado seriamente la industria
dedicada a la produccion y la exportacion de estos
cultivos. Entre ellas se encuentran el Mal de Panama
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Jain, 2002; Marin et al., 2003; Bhagwat y Duncan,
2006) y las manchas foliares de las hojas causadas
por varias especies de Mycosphaerella (Mourichon y
Fullerton, 1990; Carlier et al., 2000 ).
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Fusarium oxysporum f. sp. cubense

El marchitamiento por Fusarium (también conocido
como Mal de Panama), es ocasionado por un hongo
del suelo: Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc),
que por primera vez fue reconocido en 1876 en
Brisbane (Australia) afectando el cultivar ‘Sugar’
(Silk/Pisang Rasthali, AAB). En 1910 luego de
grandes esfuerzos se logro aislar y caracterizar el
agente causal a partir de tejidos enfermos
procedentes de Cuba (Smith, 1910). Enla década
de los afios 50, del siglo XX, la enfermedad habia
alcanzado tales proporciones epidémicas, que fue
considerada como una de las enfermedades de
las plantas mas destructivas en la historia de la
agricultura. La infeccion ocurre cuando el patégeno
penetra en las raices de la planta de banano.
Luego el hongo invade los vasos del xilema y puede
avanzar hacia el cormo y parte del pseudotallo, si
no es bloqueado por las respuestas de oclusion
vascular del hospedante.

La importancia del marchitamiento por Foc, a nivel
global, decrecié en el Nuevo mundo luego de que
los cultivares del subgrupo Cavendish
reemplazaran en los mercados de exportacion a
sus antecesores susceptibles. Este patégeno aun
es la principal limitante en la produccion de
cultivares como: ‘Silk’ (AAB) ‘Apple’ ‘Mah’ y
‘Manzano’ en Brasil, Costa Rica, Cuba, Peru,
EEUU (Florida), Venezuela y otros muchos paises
del hemisferio occidental. De igual modo otros
cultivares también han sido afectados por dicho
patégeno como son: ‘Gros Michel’ (AAA), ‘Pome’,
AAB), ‘Bluggoe’ (ABB) (‘Burro’, ‘Chato’), y menos
extendido en ‘FHIA-03’ (AABB), ‘FHIA-18’ (AAAB),
‘FHIA-23" (AAAA), ‘Hua Moa’ (AAB), ‘Maquefio’
(AAB), y ‘Pisang awak’ (ABB). Dentro de los
cultivares diploides el ‘Ney poovan’ (AB), ya no se
puede producir comercialmente debido a lo
ampliamente distribuida que esta laraza 1 de Foc.
Actualmente la raza 4 es de gran interés a nivel
global y en especial en el hemisferio occidental
debido a que la exportacién esta basada
fundamentalmente en el cultivo de cultivares del
subgrupo Cavendish, asi como de algunos platanos
AAB y otros cultivares susceptibles.

Mediante la implementacién de estrictas medidas
de control cuarentenarias, sugeridas por el
International Plant Genetic Resourses Interchange
(IPGRI) a través de las guias técnicas creadas al
efecto para la transferencia del germoplasma sano,
se espera que esta nueva raza de Foc quede
confinada solamente al continente asiatico.

Manchas foliares causadas por Mycosphaerella
spp.

Dentro de los patégenos fungicos que causan
manchas foliares en los bananos; Mycosphaerella
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musicola (Anamorfo: Pseudocercospora musae)
causante de la enfermedad Sigatoka amarilla,
Mycosphaerella fijiensis (Anamorfo:
Pseudocercospora fijiensis) causante de la
enfermedad de la raya negra de la hoja (Sigatoka
negra) y Mycosphaerella eumusae (Anamorfo:
Pseudocercospora eumusae) se caracterizan por
producir sintomas muy similares en las hojas
infectadas, por lo que algunos autores lo
denominan el complejo Sigatoka (Jones, 2000;
Crous y Mourichon, 2002). Todos ellos producen
serios dafios econémicos. Debido a la similitud
de los sintomas causados por M. musicola,
M.fijiensis y M. eumusae, se ha sugerido que las
enfermedades causadas por estos tres hongos se
denominen manchas foliares causado por el
complejo Sigatoka (Jones, 2003).

Los bananos y platanos generalmente se siembran
en pequefias parcelas y la mayoria de los
agricultores no pueden asumir grandes gastos en
la adquisicion de productos quimicos para el
control de plagas y enfermedades en la proteccion
fitosanitaria. Debido a la devastadora enfermedad
Sigatoka negra, existe una creciente demanda
de nuevas variedades, especialmente de aquellas
que han tenido buen rendimiento con resistencia
incorporada, que no impliquen cambios en los
sistemas de cultivos y manejos agrotécnicos de
campesinos y pequefios productores.

Técnicas de la Biotecnologia vegetal en apoyo
al mejoramiento genético de Musa

Las técnicas de micropropagacion estan bien
establecidas y consolidadas en Musa (Cronauery
Krikorian, 1984; Banerjee de Langhe, 1985;
Vuylsteke, 1989). Algunos laboratorios de cultivo
de tejidos han resuelto necesidades de las
plantaciones de bananos para la exportacion a
través de las mismas (Smith y Drew, 1990). El
cultivo de tejidos es simple, facil y aplicable a un
gran numero de genotipos de Musa (Vuylsteke,
1989). La formacion de yemas se efectia mediante
el cultivo de apices en medios de cultivo estandares
que contienen 2-5 mg.l"" de citoquininas
(principalmente 6-bencilaminopurina) o mediante
la fragmentacion de apices. Las tasas de
multiplicacion pueden variar de dos a diez brotes
o0 propagulos por mes lo que resulta en un
potencial de propagacion de varios miles o
millones de plantas por afio. Tales indices son muy
superiores a los que se ejecutan en la agricultura
mediante la propagacion tradicional.

La propagacion in vitro ha ofrecido varias ventajas
para los platanos y bananos, tales como: disponer
de una mayor tasa de multiplicacion del material
vegetal sano (libre de plagas y enfermedades), mayor
disponibilidad para realizar la plantacion asi como la
reduccion del espacio requerido para dicho proposito.
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Desde 1972 las técnicas de cultivo in vitro se han
utilizado para la multiplicacion de diferentes
cultivares de bananos y platanos, mediante el
empleo de apices (Ma y Shii, 1972). Ya en 1980,
un elevado numero de especies de Musa y
cultivares de todo tipo de constitucion gendémica
habian sido propagados mediante el cultivo in vitro
(Vuylsteke, 1989).

La micropropagacion via organogénesis, mediante
yemas axilares, es la técnica de cultivo mas
conocida y empleada en muchos paises a escala
comercial para multiplicar cultivares de Musa,
ademas es el método mas confiable para lograr
un proceso de proliferaciéon repetible, sin
modificaciones genéticas y libres de
microorganismos contaminantes (Orellana, 1998).

Por otra parte, varias investigaciones acerca del
género Musa, han utilizado la embriogénesis
somatica y el cultivo de células, para la
multiplicacion masiva o con interés particular en
el mejoramiento genético (Cote et al., 1996;
Gomez et al., 2002). Los sistemas de inmersién
temporal (SIT) han sido aplicados también para
multiplicacion de materiales vegetales de interés
(Ventura et al., 1998). Otros autores han dirigido
sus esfuerzos hacia la produccion de semilla
artificial mediante la encapsulacion de embriones
somaticos o yemas de bananos y platanos las cuales
han recibido considerable atencién en afos recientes
como alternativa interesante de propagacion (Rao et
al., 1993; Ganapathi et al., 2001).

El uso y la aplicacion de las técnicas para la
micropropagacion ha mejorado el manejo del
germoplasma sano a escala mundial, asi como
para propdsitos tales como: propagacion clonal,
producciones uniformes y mejoramiento genético.
La micropropagacion ha jugado un papel
importante en los programas de mejoramiento
genético de los platanos y bananos en todo el
mundo (Vuylsteke et al., 1997).

El material vegetal de platanos y bananos obtenido
por micropropagacion es igual o superior al
propagado por métodos convencionales (Smith y
Drew 1990a; Vuylsteke 1998). Las plantas
micropropagadas se establecen mucho mas
rapido, crecen con mayor vigor, tienen un ciclo
productivo mas corto, uniforme y los rendimientos
son superiores respecto a los propagulos
convencionales (Drew y Smith 1990; Robinson et
al., 1993; Vuylsteke y Ortiz, 1996). Las ganancias
respecto a los rendimientos maximos de las
plantas procedentes del cultivo in vitro varian de
un 20% en bananos hasta un 70% en platanos.

Los resultados de la mejora de bananos y platanos
por via de la biotecnologia vegetal, se han
introducido con mayor rapidez en comparacion con
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los métodos tradicionales. El uso de la biotecnologia
podria ofrecer un valioso medio de generacion y
obtencion de plantas de banano y platanos
resistentes a la Sigatoka negra. Una de las ventajas
de los métodos biotecnoldgicos para la obtencion
de variedades resistentes es que permite trabajar
con un elevado numero de individuos y aumenta de
esta forma la posibilidad de encontrar los caracteres
deseados. Ademas, existe un control de la
concentracion de inéculo, del ambiente y el acceso
alas plantas libres de la enfermedad (Escalant, 1989).

La variacién somaclonal, la mutagénesis y la
seleccion in vitro en el género Musa se han empleado
con éxito en varios programas de mejoramiento
genético (Novak y Van Duren, 1989; Escalant, 1989;
Okole y Schulz, 1997; Rodriguez et al., 1997;
Johanson, 1998; IAEA, 2002; Roux et al., 2003). Mas
recientemente se ha comenzado a trabajar en la
transformacion genética de este cultivo para conferir
resistencia a enfermedades fungicas (Swennen et
al., 2003).

Resultados de los programas de mejoramiento
genético de Musa spp. para la resistencia a
Fusarium oxysporum f.sp. cubense y
Mycosphaerella fijiensis.

Los bananos y platanos son cultivos dificiles de
mejorar genéticamente debido a que la mayoria
de los cultivares importantes y populares son
estériles, no producen semillas y son
partenocarpicos. A pesar de esto, los programas
de mejoramiento genético han obtenido cierto
progreso en afios recientes y como resultado
empiezan a aparecer nuevas variedades
disponibles para su evaluacion. Sin embargo,
considerando su importancia como alimento
basico, Musa sigue siendo un cultivo poco
investigado (Sweenen et al., 2003).

El trabajo de mejoramiento genético convencional
comenzo en los afios 20, en el Imperial College of
Tropical Agriculture, en Trinidad y un poco mas
tarde en Jamaica con un programa paralelo. Los
primeros esfuerzos para conseguir un hibrido
resistente fueron dirigidos a la enfermedad Mal de
Panama (Fusarium oxysporum f.sp. cubense), que
habia hecho su aparicion en el Caribe afectando
al cultivar ‘Gros Michel’, ampliamente utilizado en
la exportacion mundial. Esto llevé al inicio del
programa a cargo de United Fruit Company, en
1959, en Honduras. Mas tarde, en 1984 este paso
al gobierno de Honduras, que se mantuvo a cargo
de la Fundacion Hondurefia de Investigacion
Agricola (FHIA), la cual recuperé el programa inicial
y desarroll6 diploides y tetraploides hibridos con
resistencia a la Sigatoka negra.

Muchos de los programas que se llevan a cabo para
el mejoramiento genético se basan en la utilizacion
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de la resistencia encontrada en especies silvestres
de Musa tales como: Musa acuminata sp.
burmannica, Musa acuminata sp. malaccensis y
Musa acuminata sp. siamea, también en los
cultivares diploides ‘Pak’ (AA), ‘Pisan’ lilin (AA),
algunos triploides como ‘Yangambi km 5’ (AAA),
‘Saba’ (ABB)y ‘Pisang Ceylan’ (ABB) (Hernandez,
1995).

Programa de la FHIA en la busqueda de
resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense
y Mycosphaerella fijiensis

El objetivo principal del programa de mejoramiento
genético llevado a cabo por la Federacion
Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) ha
estado dirigido hacia la busqueda de nuevos
hibridos de bananos y platanos que fueran
resistentes a las principales enfermedades e
insectos de importancia econdémica. Colateralmente
los hibridos resultantes serian evaluados en
condiciones de cultivo adversas para seleccionar los
mas promisorios. Con estos hibridos se proyecto
reducir el consumo de plaguicidas y quimicos y de
este modo contribuir a un manejo sustentable que
incluyera no solo la produccion sino también la
productividad (Rowe y Rosales, 1996).

Este programa ha sido de los mas exitosos dentro
del mejoramiento genético por via tradicional.
Muchas de las variedades creadas por este
programa se utilizan comercialmente en cerca de
50 paises que ocupan territorios en Asia, Africa,
América Latina y Oceania.

La FHIA ha puesto a disposicién de la comunidad
internacional varios hibridos. La principal
caracteristicas de los mismos radica en su
resistencia frente a M. fijiensis y Fusarium
oxysporium f. sp. cubense, los cuales han
devastado numerosas plantaciones en las
principales zonas productivas del mundo. Por otra
parte, varios contribuyen positivamente a la
alimentacion en diferentes paises. Los hibridos
‘FHIA-01"y ‘FHIA-02’ han sido introducidos incluso
en mercados de exportacion de productos
organicos (Rowe y Rosales, 1996).

El cultivar ‘FHIA-03’ se asemeja a la variedad
tradicional ‘moroca’, que ha sido parte integral de
la dieta de millones de habitantes en América, Asia
y Africa. Este cultivar es altamente resistente tanto
al marchitamiento bacteriano (Moko) como a M.
fijiensis, es muy productivo aun en condiciones
de suelos de baja fertilidad y secano donde otros
cultivares no se pueden desarrollar. Este banano
es capaz de prosperar en condiciones limitadas
desde el punto de vista agricola y ecoldgico.
Ademas, ha contribuido a la seguridad alimentaria
de varias regiones donde el cultivo de platanos y
bananos tiene bajos rendimientos.
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Por otra parte, el cultivar hibrido ‘FHIA-21’
constituye una alternativa interesante para sustituir
al tradicional cultivar de platano Cuerno o Horn
plantain. También muestra resistencia parcial
frente a M. fijiensis y posee excelentes
rendimientos en condiciones del manejo local de
pequefios productores, los cuales son dos o tres
veces superiores a los del tradicional platano
Cuerno. El ‘FHIA-21’, ha tenido muy buena acogida
en pequefios y medianos productores en paises
tales como: Honduras, Nicaragua, Guatemala,
Ecuador, Costa Rica y Cuba.

Programa del IITA en la busqueda de resistencia
a Fusarium oxysporum f. sp cubense y
Mycosphaerella fijiensis.

El instituto Internacional de Agricultura Tropical
(IITA) en Nigeria), mediante el uso de técnicas
basicas, estrategias e investigaciones aplicadas,
ha desarrollado hibridos de platanos con
resistencia a la Sigatoka negra, la cual constituye
la principal limitante en la produccion de platanos
y bananos en las regiones del Africa Sub-
Sahariana. Alli se produce cerca del 75% del
platano que se consume mundialmente y supera
en importancia a cultivos basicos como el maiz,
arroz y la yuca (Hahn et al., 1990; Gauhl et al.,
1993; Mobambo et al., 1993; Ortiz et al., 1993;
Ferris et al., 1994).

Debido a que Mycosphaerella fijiensis, destruye
anualmente un 30-50% de las plantaciones en
dicha region, se justifico la creacion de un programa
de mejoramiento genético mediante los métodos
clasicos de hibridacién, a pesar de que la mayoria
de los genotipos de Musa utilizados fueron
triploides y en ocasiones completamente estériles
(Vuylsteke et al., 1990, Vuylsteke et al., 1994).

La metodologia de mejoramiento genético
adoptada por el IITA comprende la produccién de
hibridos tetraploides obtenidos a partir del
cruzamiento de genotipos triploides con diploides.
Los triploides susceptibles fueron empleados como
parentales femeninos para la produccién de
‘huevos’ triploides fértiles, mientras que los
diploides actuaron como parentales masculinos
para producir polen haploide normal. Los parentales
diploides fueron utilizados como fuente de genes
de resistencia a la Sigatoka negra (Swennen et
al., 1989; Vuylsteke et al., 1993).

Desde 1987, el IITA ha desarrollado hibridos
partenocarpicos resistentes a la Sigatoka negra,
mediante la combinacion de los nuevos avances
de la biotecnologia vegetal (cruzamientos
interespecificos, manipulacién de la ploidia, cultivo
in vitro), en combinacion con los métodos
convencionales de mejoramiento tales como:
evaluacién y seleccion en campo (Johanson,
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1998). A medida que fueron profundizando en las
investigaciones lograron crear nuevas
metodologias de mejoramiento genético de los
bananos y platanos.

Dentro de los principales hibridos de platanos
TMPx que han sido seleccionados por su
resistencia parcial a la Sigatoka negra, tomando
en cuenta el criterio de que al menos seis hojas
estuvieran completamente limpias al momento de
la floracion, se encuentran los siguientes
genotipos: TMPx 548-4 OL x C4, TMPx 548-9 OL
x C4, TMPx 582-4 BT x C4, TMPx 1621-1 OL x
C4, TMPx 1658-4 OL x PL, TMPx 2637-49 OL x
C4, TMPx 2796-5 BT x PL, TMPx 4479-1 BT x C4,
TMPx 4698-1 OL x C4, TMPx 4744-1 OL x C4,
TMPx 5511-2 OL x C4, TMPx 5706-1 OL x C4,
TMPx 6930-1 OL x C4, TMPx 7002-1 OL x C4
(Swenneny Vuylsteke, 1993).

Programas de mejoramiento genético con uso de
la mutagénesis en la busqueda de resistencia a
Fusarium oxysporum f. sp. cubense y
Mycosphaerella fijiensis.

Las técnicas mutagénicas que inducen cambios
heredables en la constitucion genética de una
célula mediante la alteracion de su acido
desoxirribo nucleico (ADN), han sido empleadas
con éxito en varios programas de mejoramiento
genético. Dentro de los principales tipos de
mutaciones inducidas aparecen la poliploidia, la
aneuploidia y las mutaciones génicas (Pérez,
1998). Para ello se emplean agentes mutagénicos
fisicos y quimicos. La mutagénesis se ha
empleado con éxito en programas de mejoramiento
genético para la resistencia a factores bioticos y
abioticos (Orellana, 1998). Varios programas de
mejoramiento genético de bananos y platanos que
emplean la mutagénesis en la busqueda de
resistencia frente a hongos fitopatégenos y
fitonematodos se contintuan desarrollando en
diversas instituciones cientificas (IAEA, 2002).

El programa de mejoramiento del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT,
Cuba) trabaja en la obtencién de bananos y
platanos con resistencia a la Sigatoka negra,
mediante el empleo de radiaciones, en la
introduccion de genotipos foraneos, la hibridacion
tradicional y la variacion somaclonal (Rodriguez
et al., 1997).

A través de programa de mejoramiento genético
via mutagénesis llevado a cabo en el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas de la Universidad
Central Marta Abreu de Las Villas (IBP, Cuba) se
lograron obtener genotipos con una mejor
respuesta frente a Foc en evaluaciones en cantero
mediante inoculacién artificial y en condiciones
naturales con infeccidon natural (Bermudez-
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Caraballoso et al., 2004). En esta misma Institucion
se trabajé en un programa similar pero en la busqueda
de resistencia a M. fijiensis, el cual no logré obtener
resultados satisfactorios ya que los genotipos
seleccionados no mostraron este caracter en
evaluaciones sucesivas (Garcia et al., 2004).

Bhagwat y Duncan (2006), utilizaron explantes de
plantas de bananos cultivadas in vitro (Musa spp.,
AAA Grupo Highgate), los cuales fueron sometidos
adiferentes dosis de radiaciones Gamma para evaluar
la efectividad de esta técnica mutagénica en la
produccion de variantes tolerantes frente a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. Los resultados de este
trabajo mostraron que con las dosis de 0.8 y 2.0
krad, se logré la seleccion de plantas tolerantes a
Fusarium en condiciones de invernadero.

Utilizacion de la variacion somaclonal en la
busqueda de resistencia a Fusarium oxysporum
f. sp. cubense 'y Mycosphaerella fijiensis

La variacion somaclonal comprende los cambios
genéticos o epigenéticos inducidos durante la fase
de callo de las células vegetales cultivadas in vitro.
En ocasiones resultan visibles como un cambio
fenotipico en las plantas regeneradas de los
cultivos. La misma se ha considerado como una
herramienta importante para el mejoramiento
genético (Stover y Simmonds, 1987).

En el Instituto de Investigaciones en Viandas
Tropicales (INIVIT, Cuba), se obtuvo el tetraploide
‘SH3436-9’ (AAAA), variante somaclonal del
‘SH3436’ (Highgate x SH3142) (Rodriguez et al.,
1997), el cual ha mostrado una adecuada
resistencia a laraza 1 de Foc y niveles de tolerancia
a M. fijiensis.

Hwang y Ko (2004) a través de un programa de
mejoramiento genético basado en la variacién
somaclonal y obtuvieron genotipos resistentes del
subgrupo Cavendish frente a Foc en suelos
naturalmente infectados. Seis somaclones, de un
total de 20 000, fueron finalmente seleccionados
y mostraron resistencia en campo. Sin embargo,
desde el punto de vista morfolégico y
agroproductivo sus cualidades fueron inferiores al
control.

Uso de la transformacion genética en la
busqueda de resistencia a Fusarium oxysporum
f.sp. cubensey Mycosphaerella fijiensis

El potencial de contribucion de la ingenieria
genética en el mejoramiento genético de los
cultivos en ocasiones no ha sido comprendido en
toda su magnitud, debido a que aun la percepcion
de esta tecnologia, aunque ya popularizada, no
es bien interpretada. Se ve limitada, ademas,
debido a la poca disponibilidad de genes de interés,
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el pobre entendimiento de su funcionamiento y el
desconocimiento del costo metabdlico asociado
con la insercion de nuevos genes y las
interacciones que pueden ocurrir sobre todo para
caracteres cuantitativos de plantas. La
transformacion se ha utilizado como un medio para
simplificar la naturaleza compleja del mejoramiento
genético de las plantas y que este sea sostenible
desde el punto de vista agricola (Simoens y Van
Montagu, 1995; Simmonds, 1997).

Teniendo en cuanta lo anterior se hace necesario
definir claramente los genes candidatos para ser
empleados en la ingenieria genética que puede ser
una herramienta novedosa e importante para los
actuales programas de mejoramiento genético de
Musa. En principio la ingenieria genética solo
trabajaria con aquellos genes que representen
caracteres importantes para ser introducidos en
un germoplasma élite para su posterior
perfeccionamiento a través de los métodos
tradicionales de mejoramiento de Musa.

Sin embargo, las regulaciones gubernamentales
pueden constituir el mayor obstaculo para la
liberacion de un genotipo transgénico de Musa spp.
La aceptacién y la percepcion publica de dichos
genotipos deben constituir el mayor reto para los
mejoradores y biotecnélogos de Musa spp. (Aguilar
y Colman, 2006).

Los métodos de transferencia asexual de genes
mediante la transformacion genética pueden ser
utilizados para la introduccién de caracteres ausentes
en los bancos genéticos actualmente disponibles de
Musa, asi como en el mejoramiento genético de
cultivares de Musa que no se pueden implementar a
través del cruzamiento genético convencional tales
como los bananos del subgrupo Cavendish y los
platanos pertenecientes al subgrupo Horn plantains.
Un relativo éxito en la ingenieria genética de bananos
y platanos se ha logrado a través de la transferencia
de genes de otras especies dentro de células de
plantas (Sagi et al., 1995).

Para la transformacioén genética de cultivares de
bananos y platanos se han utilizado diferentes
protocolos entre los que se encuentran la
electroporacion de protoplastos derivados de
suspensiones celulares embriogénicas (Sagi et
al., 1994), el bombardeo de particulas de
suspensiones de células embriogénicas (Sagi et
al., 1995), asi como el co-cultivo de meristemos
(con heridas practicadas mecanicamente) (May et
al. 1995) y el uso de agregados embriogénicos
(Bermudez-Caraballoso et al., 2004) con
Agrobacterium tumefaciens.

La transformacion genética via Agrobacterium, es
la de mayores expectativas para su aplicacion, a
través del empleo de tejidos diferenciados que
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pueden ser regenerados en plantas. Este método
ademas ha sido aplicado en un gran nimero de
cultivares de Musa e hibridos sintéticos (Bosque
et al., 1998, Ganapathi et al., 2001, Khanna et al.,
2004, Ortiz et al., 2005, Remy et al., 2005).

Otras investigaciones se han desarrollado usando
la biotecnologia y en particular la produccién de
plantas transgénicas que emplean genes que
codifican para proteinas antifungicas (Swennen et
al., 2003). Sin embargo, este método tiene la
desventaja de conferir resistencia monogénica la
cual es considerada poco durable por la diversidad
genética de las poblaciones de Mycosphaerella.
No obstante, esta estrategia pudiera constituir una
solucion adecuada para lograr una resistencia
durable en plantas con genes que confieran
resistencia parcial (Mourichon, 2003).

Entre las estrategias mas atractivas en la
busqueda de resistencia a las enfermedades
causadas por hongos en cultivos de interés
agricola, esta la obtencién de plantas transgénicas
que expresen genes de resistencia que codifiquen
para la sintesis de enzimas hidroliticas de origen
fungico o bacteriano (Lorito et al., 1998).
Asimismo, la introduccion de genes que expresen
elicitores, que medien la respuesta defensiva
(Keller et al., 1999) y péptidos con actividad
antimicrobiana (Antimicrobial peptides) (Cary et
al., 2000; Li et al., 2001). Estos ultimos poseen
un amplio espectro de actividad contra hongos y
bacterias y la mayoria no son téxicos para plantas
ni mamiferos. Algunos ejemplos de estos
compuestos lo constituyen: magaininas aisladas
a partir de la una especie de rana africana (Bevins
y Zasloff, 1990), cecropinas a partir de la mosca
de seda gigante (Boman y Hultmark, 1987),
proteinas de mamiferos (Ganz y Lehrer, 1994) y
defensinas de plantas (Broekaert et al., 1995). La
cecropina (De Lucca et al., 1997; Alan y Earle,
2002) y sus derivados (D4E1) (Cary et al., 2000;
Rajasekaran et al., 2001) asi como también
péptidos hibridos con la melitina (Osusky et al.,
2000) han mostrado potencial inhibitorio del
crecimiento y desarrollo in vitro de importantes
patdgenos fungicos. También para varios péptidos
quiméricos del tipo cecropina—melitina se ha
comprobado actividad antifiUngica en ensayos de
evaluacion en condiciones de campo frente a
Verticillium dahliae en el cultivo de la papa (Osusky
et al., 2000).

De manera similar, la magainina ha sido efectiva
contra algunas especies de hongos (Kristyanne
et al., 1997). Li et al. (2001) demostraron la
expresion reforzada de resistencia en lineas
transgénicas de tabaco que expresaban un
analogo de la magainina (Myp30). Chakrabarti et
al. (2003) comprobaron la expresion exitosa de este
péptido sintético y observaron una resistencia
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reforzada en plantas de tabaco y bananos.
Basados en el amplio espectro de accion de la
actividad antifungica ya sea desde el punto de vista
individual o combinado de la cecropina, magainina
y sus derivados en el cultivo de bananos podria
incrementar la resistencia a importantes patégenos
fungicos.

También se ha demostrado la aplicacion exitosa
de proteinas de origen vegetal que presentan
diferentes actividades antifungicas (Broekaert et
al., 1997; Yun et al., 1997). Estas pueden ser
candidatos en la busqueda de resistencia en el
cultivo de platanos y bananos debido a su probada
actividad in vitro frente a patégenos como
Mycosphaerella fijiensis y Fusarium oxysporum
f.sp. cubense, sin dejar de mencionar su efecto
inocuo en humanos, mamifero y en los propios
tejidos vegetales.

Varios cientos de lineas transgénicas de Musa en
particular de platanos que expresan AMPs han sido
desarrolladas en diferentes laboratorios (KULeuven,
IBP) (Remy, 2000, Kosky et al., 2004).

Segun Pérez (2000) existen varias clases de
proteinas antifungicas involucradas en la inhibicion
de la sintesis de la pared celular del hongo o que
deterioran su estructura y/o sus funciones;
pudiendo ocurrir otras perturbaciones de la
estructura de la membrana celular del hongo
provocando la lisis celular de este y con ello la
muerte.

De acuerdo con Selitrennikoff (2001), entre las
proteinas antifUngicas mas conocidas estan:
Proteinas relacionadas con la patogénesis PR,
(pathogenesis related proteins). Las plantas al ser
expuestas a patdbgenos como hongos y virus,
producen compuestos antimicrobianos de bajo peso
molecular llamadas: fitoalexinas, péptidos
antimicrobianos y pequefias proteinas (tioninas y
defensinas).

Existen otros grupos de proteinas con actividad
antifungica entre ellas: las proteinas que transfieren
lipidos (Lipid Transfer proteins), proteinas asesinas
(Killer protein), las inhibidoras de proteasas, entre
otras (Selitrennikoff, 2001).

Una posible solucion al serio problema causado
por la Sigatoka negra, en el cultivo de platanos y
bananos, esta dirigida hacia la generacién de
variedades con resistencia incorporada (Gémez-
Lim et al., 2004). Para ello, se han utilizado genes
que codifican para proteinas de defensa contra
hongos como las defensinas (Broekaert et al.,
1995), péptidos antimicrobianos (Maloy y Karim,
1995), quitinasas y glucanasas (Melchers y
Stuiver, 2000). Se han regenerado plantas
transgénicas de banano de varios cultivares con
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construcciones que expresan proteinas del tipo
defensinas (Remy et al., 1998), quitinasas y
glucanasas (Chong et al., 2004; Gomez-Lim et al.,
2004) y magaininas (Chakrabarti et al., 2003).

Evaluacion de la resistencia de genotipos de
Musa spp. frente Fusarium oxysporum f.sp.
cubense (Foc).

La evaluacion de la resistencia a las diferentes
razas de Fusarium oxysporum f.sp. cubense es el
primero y mas importante de todos los pasos
seguidos para seleccionar un nuevo material vegetal
mejorado. Los primeros procedimientos de
evaluacion fueron inadecuados, ya que los clones
tetraploides supuestamente resistentes fueron
atacados después por la raza 4. Existen dos
sistemas fundamentales de evaluacion: (1) rizomas
sembrados en el campo o cantero con inéculo
natural o artificial y (2) plantulas, rizomas
pequefios o plantas procedentes del cultivo in vitro
sembradas en macetas con inoculacién artificial
(Stover y Buddenhagen, 1986).

Evaluaciones en campo

La evaluacion de clones tetraploides se desarrolld
hasta 1965, como parte del programa de
mejoramiento genético de Jamaica, mediante la
siembra de estos en zonas donde se habian extraido
plantas enfermas de ‘Gros Michel’ (Simmonds, 1966).
Como criterio de evaluacion consideraron que si mas
de dos plantas de cada diez presentaban sintomas
internos o externos de la enfermedad, el clon se
descartaba. Pero, si solamente se enfermaban una
o dos plantas el clon permanecia y entonces se
procedia a la realizacion de observaciones periddicas
para la deteccion de posibles respuestas a la
marchitez causada por Foc.

Otro método consiste en la siembra de genotipos
en hoyos que contenian restos de plantas
infectadas con las razas 1y 2. Esta estrategia de
evaluacion comprendia de 18 a 24 meses para
evaluar la respuesta a la enfermedad (Rowe vy
Richardson, 1975).

Hwang et al. (1994) encontraron un clon del
subgrupo Cavendish (GCTCV-215-1) resistente a
Fusarium oxysporumf. sp. cubense raza 4 durante
el periodo evaluado en condiciones de campo.
Este genotipo mostré un 4.8% de sintomas de
marchitez mientras que en el clon Cavendish
Gigante manifesto un 39.1%.

La evaluacion de nuevos genotipos en suelos
naturalmente infectados ha sido un método
comunmente utilizado. Por ejemplo: Houbin et al.
(2004) evaluaron la resistencia de clones de
bananos en campo con suelo infectado
naturalmente con la raza 4 de Foc en China. Las
evaluaciones fueron realizadas a los 12 meses
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después de la plantacion y consistieron en
determinar el porcentaje de plantas que habian
sobrevivido al ataque del patégeno, en combinacion
con la presencia de sintomas externos y
decoloracion vascular de los tejidos. Teniendo en
cuenta dichos criterios los genotipos fueron
clasificados como susceptibles (Williams,’FHIA-
17’, ‘Gros Michel’, ‘Baxijiao’), intermedio (‘CRBP-
39, “TMBx5295-1’, ‘FHIA-17’, ‘FHIA-18’, ‘SH-3640’
y ‘SH3436-9’) y resistentes (‘FHIA-02’, ‘FHIA-03’,
‘Rose’, ‘FHIA-23", 'GCTCV-119’y ‘FHIA-21).

Evaluacién en macetas

Cuando la raza 2 y otra raza no identificada se
detectaron en Jamaica, la evaluacion de la
resistencia se desarrollo a partir de pruebas en
macetas, en condiciones controladas en casa de
cultivo. No obstante, las pruebas en macetas no
siempre tenian correlacion con las pruebas en
campo. Por ello, se plante6 que la resistencia al
Mal de Panaméa no estaba suficientemente
estudiada y los clones se clasificaron de acuerdo
con la frecuencia y sintomas evidentes o sintomas
internos del cormo con respecto a las plantas
sanas (Menéndez y Shepherd, 1975).

Sherpherd y Lacy (1968) seleccionaron plantulas
de clones diploides, en macetas inoculadas con
una suspension concentrada de esporas del
patogeno, dado a que los diploides resultado de
selecciones rutinarias demostraban un nivel
insuficiente de resistencia a la marchitez. Por su
parte, Vakili (1965) también selecciond plantulas
en macetas y sus técnicas fueron las mas
rigurosas de todas las pruebas descritas. Las
mismas consistieron en sumergir plantulas
enraizadas durante una noche en una suspension
de esporas y luego transplantarlas a macetas y
evaluarlas durante un mes. Posteriormente se
seleccionaban las plantas sobrevivientes, las
cuales eran transferidas a nuevas macetas para
realizar la inoculacion del suelo con una
suspension conidial. En esta segunda seleccion
se utilizo el bioensayo del corte de raiz en las
plantulas sobrevivientes para facilitar el proceso
infeccioso.

Suny Su (1984) probaron la respuesta a la raza 1
y 4 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense de
plantas derivadas del cultivo de meristemos. Estas
se lavaron en agua corriente y se colocaron en
una suspension conidial por un minuto. Las plantas
inoculadas se replantaron e incubaron a 28 °C en
una camara de crecimiento. A las dos semanas
posteriores a la inoculacién casi todas las plantas
mostraron sintomas externos de amarillamiento de
las hojas y en cuatro semanas se observo la caida
y muerte de las hojas y del pseudotallo. Mediante
esta técnica, la respuesta diferencial del cv. ‘Cocos’
(un ‘Gros Michel’ semienano) y los cv. Cavendish
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a la raza 4 (y no a la raza 1) se establecio
facilmente. Estos autores plantearon que las
plantas provenientes del cultivo de tejidos son
materiales prometedores para seleccionar
resistencia a la marchitez causada por Fusarium
oxysporum f. sp. cubense.

Por otra parte, Hwang et al. (1984) establecieron
un programa de evaluacion masiva para detectar
resistencia a la raza 4, donde las plantas
provenientes del cultivo in vitro se plantaron en
macetas que contenian suelo infectado con el
patogeno. Después de 3 a 4 meses las plantas
sobrevivientes se seleccionaron y los rizomas se
examinaron para obtener evidencias de infeccion.
Las plantas libres de infeccion se multiplicaron in
vitro para la realizacién de las pruebas adicionales.

De igual forma, Novak et al. (1992) mediante la
técnica de corte de raiz, inocularon plantulas
enraizadas de banano con una suspensioén conidial
(5x105 conidios/ml) durante 10 minutos y obtuvieron
alrededor de las 2-3 semanas después del
tratamiento sintomas de marchitez en los genotipos
susceptibles.

Matsumoto et al. (1995) realizaron bioensayos de
tolerancia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense
raza 1 en plantulas de un mes de aclimatizadas y
en minirrizomas de 4 meses en esta misma fase.
Los minirrizomas seleccionados mostraron
tolerancia a la enfermedad, lo cual no fue
observado en las plantulas.

En el Instituto de Biotecnologia de las Plantas en
el programa de mejoramiento genético para la
resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense
se ha trabajado con la utilizacion de la variacion
somaclonal, la induccion de mutaciones y la
evaluacion in vitro en los cultivares ‘Gros Michel’
(Musa AAA) y ‘Manzano’ (Musa AAB). De una
poblacion de 17 000 somaclones se seleccionaron
después de cinco ciclos en campo, cuatro
somaclones de ‘Gros Michel’ que mostraron
resistencia a Foc (Pérez et al., 2000).

En un estudio ultraestructural realizado por Hecht-
Buchholz et al. (1998) en plantulas del cultivar
‘Cavendish Enano’, cultivadas en hidropodnico e
infectadas y no infectadas con Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 4, estos autores
evaluaron el efecto de diferentes concentraciones
de zinc y demostraron que los mecanismos de
defensa tales como la formacion de tilosas, estan
influenciados por los niveles de este compuesto.

Gunavathi et at. (2004), evaluaron la respuesta de
ocho hibridos de bananos, cinco cultivares
utilizados como parentales y siete cultivares
comerciales en invernadero frente a Fusarium
oxysporum f.sp. cubense (raza 1) asi como el

139

complejo Fusarium-nematodos (Fusarium y una
poblacion mezclada de los fitonematodos:
Pratylenchus coffeae, Radopholus similis y
Helicotylenchus multicinctus). Los hibridos
incluidos en dicho estudio fueron: ‘H-59’ (AA), ‘H-
65’ (AA), ‘H-103’ (AA), ‘H-109’ (AA), ‘H-110’ (AA),
‘H-201’(AA), ‘H 107" (AA), H 96/7 (ABB). Los
cultivares parentales fueron: ‘Matti’, ‘Anaikomban’,
‘Pisang lilin’, ‘Sannachenkadali’y ‘Namarai’ (todos
AA) asi como los cultivares comerciales ‘Red
banana’ (AAA), ‘Robusta’ (AAA), ‘Rasthali’ (Silk,
AAA), ‘CO.1" (AAA), ‘Nendran’ (French Plantain,
AAB), ‘Poovan’ (Mysore, AAB) y ‘Karpooravalli’
(‘Pisang awak’, ABB). De los 20 genotipos
evaluados, los hibridos diploides ‘H-65’, ‘H-109’,
‘H.103’ y ‘H-201’, los parentales ‘Anaikomban’,
‘Pisang lilin’, ‘Tongat’ y el cultivar comercial
‘Robusta’ mostraron niveles de resistencia al
marchitamiento por Fusarium mientras que el resto
mostraron susceptibilidad. Cuando los genotipos
fueron evaluados frente al complejo Fusarium-
fitonematodos, los hibridos ‘H-65’, ‘H-103’, ‘H-109’
y ‘H-201’, los parentales ‘Anaikomban’ y ‘Pisang
lilin’ fueron menos afectados que el resto de los
genotipos. Esto demostré su potencial como
fuentes de resistencia en los programas de
mejoramiento genético.

Un método novedoso y util fue desarrollado por Mak
et al. (2004), estos autores emplearon una doble
bandeja (una interna perforada que contiene substrato
estéril, se utiliza para el cultivo de plantas
procedentes del cultivo de tejidos), la misma
descansa sobre otra bandeja externa de mayor
tamafio que contiene una solucidon nutritiva de
Hoagland asi como un lixiviado de esporas del
patégeno. Mediante este método se han logrado
evaluar los siguientes cultivares de banano ‘Intan’
(Pisang Berangan, AAA), ‘Gold Finger’ (AAAB),
‘Novaria’ (Cavendish, AAA), y ‘Mutiara’ (accesion
mejorada del ‘Pisang Rastali’, AAB). Este método
ademas de ser rapido y reproducible, permitio eliminar
la contaminacion cruzada de razas de Foc, asi como
evaluar la patogenicidad y virulencia de multiples
aislados de Foc. Por otra parte se pudo caracterizar
la respuesta de varios cultivares referenciales bajo
condiciones controladas y permitir su posterior
implementacion en apoyo a los programas de
mejoramiento genético sin que los factores
ambientales fueran una impedimenta en la evaluacién
de la resistencia.

Seleccion in vitro

La seleccidn in vitro es un método que permite la
identificacion de genotipos resistentes en una
poblacion de plantas cultivadas in vitro. Filtrados
de cultivo de Foc han sido utilizados como agente
selectivo por diversos investigadores.

Mendes et al. (1993) mediante la utilizacion de la
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técnica de difusion del filtrado en el medio de
cultivo, lograron reproducir la respuesta de clones
susceptibles y resistentes a Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, después de 4 semanas de exposicion
en el medio. Matsumoto et al. (1999) realizaron la
seleccion de mutantes del cv. ‘Manzano’ (AAB,
susceptible) resistentes al Mal de Panama.

Cardenas et al. (2004) evaluaron el efecto del filtrado
de cultivo de Fusarium oxysporumf.sp. cubense (Foc)
en microsecciones de rizomas de bananos sobre el
crecimiento de plantas in vitro de bananos en fase
de enraizamiento. Estos autores utilizaron
concentraciones del filtrado de cultivo entre 40 y 60%,
las cuales fueron efectivas para la seleccién
temprana de plantas in vitro del cv. ‘Gros Michel’
(AAA) resistentes al patdgeno. En condiciones de
aclimatizacion, la incidencia de la enfermedad en ‘Gros
Michel’ fue del 75% inferior en plantas que habian sido
preseleccionadas con elfiltrado de cultivo con respecto
a plantas control. Ademas, la severidad interna de los
sintomas detectada por la decoloracién de los rizomas,
fue 70% inferior en plantas preseleccionadas con el
filtrado de cultivo. Estos resultados indicaron la
posibilidad de utilizar el filtrado de cultivo de Foc como
agente selectivo in vitro en la busqueda de
resistencia a la marchitez causada por Fusarium.
Estas plantas seleccionadas fueron evaluadas en
condiciones de infeccion natural y durante su primer
ciclo no se detectaron plantas enfermas.

Companioni et al. (2005) lograron diferenciar la
respuesta entre cultivares de bananos, a través
de funciones discriminantes y componentes
principales, mediante un bioensayo de puncién en
hojas arrancadas, utilizando el filtrado de cultivo
de Fusarium como agente selectivo. Este método
mostro ser efectivo en una validacion efectuada
en diferentes cultivares de Musa procedentes de
campo, mediante la evaluacion de diversos
parametros bioquimicos.

Como se puede apreciar en lo tratado con
anterioridad, existe una amplia diversidad de
métodos de evaluacion de la resistencia al Mal de
Panama en cultivares de Musa spp. El INIBAP
facilita cultivares referenciados, contra los cuales
deben ser evaluados los nuevos genotipos
mejorados con respecto a su respuesta al
marchitamiento causado por Fusarium. Entre
estos estan: ‘Gros Michel’ (AAA) susceptible a
Raza 1, ITC1122; ‘Bluggoe’ (ABB) susceptible a
Raza 2, ITC0643; Cavendish (AAA) cv. ‘Williams’
susceptible a Raza 4, ITC0570; cv. ‘Rose’
resistente alaraza ITC0712 (Carlier et al., 2003).

Evaluacion de la resistencia de genotipos de
Musa spp. frente a M.fijiensis

Las enfermedades de las manchas foliares
causadas por Mycosphaerella spp. son las mas

Biotecnologia Vegetal Vol. 6, No. 3, 2006

importantes de los bananos y platanos en el
contexto mundial. Se han elaborado documentos
que proporcionan informacion util a través del uso
de protocolos para la evaluacion de la resistencia
a estos patégenos (Carlier et al., 2003). Las
evaluaciones extensivas de la resistencia frente
M.fijiensis utilizan metodologias simplificadas para
obtener la informacidén necesaria sobre la
respuesta de los genotipos de interés, bajo las
condiciones locales que requiera cada estudio, asi
como la informacion basica sobre la resistenciay
tolerancia a dichas enfermedades.

Evaluacion en campo

La evaluacién en campo en condiciones naturales
de infeccion fue durante mucho tiempo el Unico
método disponible para seleccionar los cultivares de
Musa resistentes a la Sigatoka negra. Aunque es
relativamente simple esta condicionado por factores
medioambientales (clima, suelo, temperatura,
humedad) que pueden afectar la expresion de la
resistencia. Ademas, se requiere un gran numero de
observaciones debido a irregularidades en la
distribucion de la densidad de inéculo y el desarrollo
de la infeccion. Las condiciones variables y el alto
costo del mantenimiento de las plantaciones en
condiciones de campo, hacen que los procesos de
evaluacion sean inconvenientes como una prueba
rapida para identificar genotipos resistentes. Las
evaluaciones en el campo ademas deben estar
validadas por la comparacion de los genotipos de
interés con cultivares de referencia en pruebas
multilocales (Mourichon, 1995).

La evaluacién de plantas jovenes de Musa para la
respuesta a M. fijiensis con indculo natural de
plantas enfermas en condiciones de campo ha sido
empleada para evaluacion de genotipos de Musa
procedentes de programas de mejoramiento
genético. Sus resultados han sido comparables
con los obtenidos en plantas adultas y contribuye
a disminuir al menos la mitad del tiempo necesario
para conocer la respuesta de las plantas a la
enfermedad con respecto a ensayos donde se
siembran las plantas en condiciones naturales
(Mourichon et al., 1987). Este método requiere
menos espacio y atenciones respecto a las
evaluaciones tradicionales y de este modo se
reducen los costos para su mantenimiento.

La evaluacion temprana de genotipos de Musa spp.
frente a M.fijiensis, se ha abordado a través de la
inoculacion artificial mediante suspensiones
conidiales (Mourichon et al., 1987), mediante la
evaluacion in vitro con toxinas del patégeno (Molina
y Krausz, 1989; Okole y Schulz, 1997, Lepoivre et
al., 2003) y la evaluacién temprana en campo.

Mobambo et al. (1994), utilizaron plantas in vitro
de tres hibridos de platanos y los compararon con
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sus progenitores femenino y masculino en cuanto
a la respuesta a la Sigatoka negra. Para ello
aclimatizaron las plantas en bolsas de polietileno
durante ocho semanas hasta que alcanzaron
aproximadamente 30 cm de altura. Posteriormente
las bolsas se transfirieron a condiciones naturales
en una parcela donde se encontraba sembrado un
cultivar susceptible para garantizar una alta presion
de inéculo. Después de dos meses evaluaron el
tiempo de incubacion, el tiempo de evolucion de
los sintomas, el tiempo de desarrollo de la
enfermedad, la hoja mas joven manchada y el
tiempo de vida de la hoja. Los resultados validaron
el uso del método utilizado.

Evaluacién en casa de cultivo

El principal objetivo de varios programas de
mejoramiento genético esta dirigido hacia el
incremento de la eficiencia de la seleccién de
individuos resistentes de Musa frente a la
enfermedad con el desarrollo de métodos de
evaluacion temprana que permitan realizar
evaluaciones preliminares de los genotipos de
interés (Mourichon, 1995).

La inoculacion artificial en condiciones controladas
simplifica los procesos de evaluacion. Es un
método apropiado para la produccion de in6culo,
para la evaluacion de las plantas y la intensidad
de los sintomas, ademas, puede ser utilizada para
evaluar cultivares altamente resistentes
(Resistencia cualitativa o vertical) y parcialmente
resistente (Resistencia cuantitativa u horizontal),
con el uso de aislados del patégeno que sean
representativos en términos de agresividad y
virulencia. Ademas, se puede controlar la presion
de indculo asi como utilizar plantas de la misma
edad y con un mayor grado de uniformidad
(Mourichon et al., 2000).

Segun el informe de INIBAP presentado por el
grupo de Sigatoka en el encuentro en Guadalupe
en 1997 (Frison et al., 1997) y ratificado en Costa
Rica (Jacome et al., 2003) en la tercera reunion
de trabajo del grupo Sigatoka de PROMUSA una
de las principales prioridades de investigacion esta
relacionada con la implementacion vy
estandarizacién de métodos de inoculacién
artificial en condiciones controladas. Por ello, los
estudios de evaluacién temprana de la resistencia
a la Sigatoka negra mediante diferentes
metodologias de inoculacion artificial contribuiran
a dar respuesta a este planteamiento.

Evaluacion y seleccion in vitro

Segun Kosky (1998) la evaluacion in vitro puede
utilizarse en la evaluacion de resistencia a diversas
enfermedades, debido a los rapidos avances de
las técnicas del cultivo de tejidos para diferentes
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hospederos y a las contribuciones que se han
realizado en el campo de la fitopatologia mediante
las diferentes metodologias in vitro, en la
interpretacion de los mecanismos basicos de
virulencia del patogeno y en los mecanismos de
defensa del hospedero. El método mas comun en
el desarrollo de sistemas de evaluacion in vitro,
para buscar la resistencia a enfermedades
empleando el cultivo de tejidos ha sido el uso de
las toxinas del patégeno como agente selectivo.
Tanto las toxinas o el filtrado de cultivo pueden
ser incorporados uniformemente a los medios de
cultivos de células, 6rganos y plantas. Pérez
(1998), refirio que la evaluacion in vitro, permite
aprovechar la variabilidad existente, siendo un
método efectivo en la obtencidn de variedades en
muchas especies de plantas.

La observacion de los sintomas causados M. fijiensis
en hojas de platanos y bananos correspondientes a
manchas necroticas rodeadas de bordes cloréticos,
sugiere la participacion de fitotoxinas en el avance y
progresion de los mismos (Molina y Krausz, 1989).
Algunos autores han desarrollado bioensayos para
confirmar la liberacion de fitotoxinas en filtrados de
cultivo M. fijiensis (Harelimana et al., 1997). Dentro
de los principales compuestos aislados a partir del
filtrado de cultivo de M. fijiensis se destacan: 2,4,8-
trinidroxitetralone, 5-hidroxi-1,4-naphtalenedione
(juglone), acido 2-carboxi-3-hydroxicinnamico,
acido-dimetil-ester-2-carboxi-3-metoxicinnamico,
acido isocracinico y 4-hidroxicytalone (Bussogoro
et al., 2004).

Debido a que varias de las toxinas de M. fijiensis
han mostrado su actividad biolégica a través de
bioensayos, existe la posibilidad de utilizarlas
como agente selectivo en poblaciones de plantas
regeneradas a partir del cultivo in vitro. La
evaluacion de genotipos resistentes mediante el
empleo de las toxinas como agente selectivo
requiere del conocimiento del mecanismo de
accion de estas. Harelimana et al. (1997) demostré
que los cloroplastos son los sitios de accion
primaria de las toxinas de M. fijiensis.

Leegood y Malkin (1986) lograron a través de
técnicas de laboratorio aislar los sistemas
subcelulares que componen el aparato fotosintético
contenidos en cloroplastos integros. Ello facilité
el estudio de efecto de metabolitos téxicos
producidos por agentes fitopatdgenos a dicho nivel.

Varios métodos se han desarrollado para la
evaluacion de la resistencia de Musa spp. frente
al filtrado de cultivo de M. fijiensis mediante la
determinacion de varios parametros. Entre ellos
se destacan: la induccion de necrosis en hojas, la
determinaciéon de la pérdida de electrdlitos
evaluando la conductividad, la medicién de la
fluorescencia clorofilica y la evaluacion de la
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inhibicién del transporte electronico a nivel de
suspensiones de cloroplastos (Lepoivre et al., 2003,
Bussogoro et al., 2004).

Sin embargo, Okole y Schulz (1997), refirieron un
sistema para la evaluacion in vitro de plantas
resistentes a M. fijiensis con el uso de las toxinas
del patdégeno. Las mismas se adicionaron al medio
de cultivo donde colocaron fragmentos cortados del
pseudotallo (400um) de plantas in vitro. Estos
autores realizaron dos selecciones consecutivas y
luego evaluaron en casa de cultivo las plantas
regeneradas, las cuales mostraron niveles de
resistencia frente a los metabolitos del hongoy a la
inoculacion artificial del patégeno con el empleo de
conidios.

Segun los resultados de Garcia et al. (1997) en la
evaluacion in vitro de multiyemas y plantas in vitro
de bananos, sugiere que este método puede
constituir una herramienta util en los programas de
mejoramiento genético de bananos a la Sigatoka
negra.

Busogoro et al. (2004), mediante suspensiones de
cloroplastos obtenidas a partir de dos cultivares de
banano (‘Fougamou’ y ‘Grande Naine’), lograron
establecer una correspondencia entre la resistencia
de los cultivares de Musa spp. al juglone y la
capacidad de las suspensiones de cloroplastos de
reducir el colorante DCPIP (diclo-fenil-feno-indol),
mediante un método espectofotométrico (lectura a
595 nm). Estos autores atribuyeron ademas el efecto
perjudicial del juglone sobre la integridad fotosintética
debido a eventos oxidativos que provocaron la
incapacidad de las células del cultivar susceptible
de detoxificar eficientemente las especies reactivas
de oxigeno. Los niveles de acido ascorbico fueron
considerados por dichos autores como un factor clave
en la capacidad de los tejidos de bananos para
enfrentar los eventos oxidativos provocados por la
aplicacion de las toxinas.

En este sentido Leiva-Mora et al. (2004) lograron
demostrar el efecto del juglone (toxina producida
por Mycosphaerella fijiensis) sobre el sistema
antioxidante de las Superoxido dismutasas en los
cultivares ‘Fougamou’ (ABB) y ‘Grande naine’
(AAA) mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones nativas. En
ambos genotipos se observaron cambios en la
expresion de este sistema isoenzimatico
antioxidante respecto a los controles sin
aplicacion de la toxina. En el cultivar ‘Grande naine’
(AAA), susceptible, a partir de las 4 h desaparecio
una isoforma presente en el control, mientras que
en el ‘Fougamou’ (ABB) parcialmente resistente, a
partir de las 2 h se observé una nueva isoforma la
cual se mantuvo hasta las 48 h después de la
inyeccion de juglone. Este resultado mostrd una
correspondencia entre los patrones proteicos de
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isoformas del sistema de las superoxido dismutasas
y la tolerancia al estrés oxidativo causado por el
juglone en cultivares de Musa spp.

El-Hadrami et al. (2005) estudiaron la produccion de
especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen
species, ROS) en dos cultivares de bananos (‘Grande
naine’ y ‘Fougamou’), los cuales fueron altamente
susceptible y tolerantes respectivamente al juglone.
Estos autores observaron en el cultivar ‘Fougamou’
una temprana liberacion de especies reactivas de
oxigeno y peroxido de hidrogeno asi como la
estimulacién temprana de los sistemas antioxidantes
de las superoxido dismutasas, catalasas y
peroxidasas a diferencia del cultivar ‘Grande Naine’
en el cual se observo una débil y tardia generacion
de los mismos.

EI'INIBAP a través de sus guias técnicas, mantiene
un listado de genotipos disponibles los cuales se
encuentran diagnosticados contra virus (‘Yangambi
km 5 altamente resistente, ITC1123; ‘Calcutta 4,
altamente resistente, 1TC0249; ‘Pisang lilin’,
parcialmente resistente (alto), ITC1400; ‘Pisang
Ceylan’, parcialmente resistente, ITC1441; ‘Pisang
Berlin’ susceptible, ITC0611; ‘Grande naine’
susceptible, ITC1256), los cuales son considerados
como materiales de referencias en la evaluacion de
la resistencia de los nuevos genotipos mejorados en
su respuesta al patégeno en campo.

Si se toma en consideracion todo lo mencionado en
el presente trabajo, se puede resumir que los
bananos y platanos significan la seguridad alimentaria
en muchas regiones del mundo y por ello la
necesidad de potenciar el mejoramiento genético
frente a Fusarium oxysporum f. sp. cubense y
Mycosphaerella fijiensis (patdbgenos que amenazan
con la desaparicién de los mismos). Sin embargo, a
pesar de lo dificil del mejoramiento genético de Musa
spp., varios programas han logrado obtenery liberan
hibridos resistentes frente a dichos patdégenos fungicos.
La Biotecnologia vegetal con el desarrollo de técnicas
mutageénicas, el uso de la variacion somaclonal, la
embriogénesis somatica y mas recientemente el
empleo de técnicas de transformacion genética, ha
logrado avances prometedores en el mejoramiento
genético de Musa spp. Finalmente la evaluacién en
condiciones campo de la resistencia de genotipos de
Musa spp. frente Foc y M. fijiensis deben
complementarse con el desarrollo de metodologias de
evaluacién temprana reproducibles ya sea utilizando
el patégeno o sus derivados.
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