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RESUMEN

En trabajos previos se desarroll6 un método para la diferenciacion a nivel foliar de la respuesta
de plantas de banano a la marchitez por Fusarium raza 1 mediante la utilizacion de filtrados
del cultivo del hongo. El objetivo de este trabajo consistio en realizar la seleccién temprana de
la resistencia a marchitez por Fusarium raza 1 en mutantes del cultivar ‘Zanzibar’ (grupo
AAB, Musa spp.) mediante el método de evaluacion mencionado. Los resultados evidenciaron
gue las plantas de las lineas evaluadas del clon ‘Zanzibar’ irradiado indican ser materiales
promisorios para el mejoramiento genético en el cultivo dirigido a la resistencia a esta
enfermedad.
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ABSTRACT

In previous works, a method was developed for the differentiation at the foliar level of the
response of banana plants to Fusarium race 1 wilt through the use of culture filtrate the fungus.
The objective of this work was to perform early selection for resistance to Fusarium wilt race
1 in mutants of the 'Zanzibar' cultivar (group AAB, Musa spp.) using the evaluation method
mentioned. The results showed that the plants of the evaluated lines of the irradiated 'Zanzibar'
clone indicate that they are promising materials for genetic improvement in the crop aimed at
resistance to this disease.
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INTRODUCCION

Los bananos y platanos (Musa spp.) constituyen una importante fuente de
alimento para una gran parte de la poblacion mundial. Sin embargo, la produccion de
las musaceas se encuentra amenazada por la incidencia de enfermedades como la
marchitez por Fusarium. Esta enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (FOC) representa una de las enfermedades mas destructivas y de importancia
econdmica en el género Musa. El control del patdgeno vascular con el uso de
agroquimicos resulta costoso y causa serios dafios al medio ambiente (FAOSTAT,
2020). Por ello, en los ultimos afios se ha considerado al mejoramiento genético para
la resistencia como la Unica forma de control efectivo y segura (Saraswathi et al.,
2016). En este sentido, la utilizacion de técnicas biotecnoldgicas en apoyo al
mejoramiento genético para la resistencia a la marchitez por Fusarium en banano ha
permitido introducir los resultados de la mejora con mayor rapidez; en comparacion
con los métodos del mejoramiento genético convencional (Garcia et al., 2021). Por otro
lado, han permitido aumentar la eficiencia de los programas de mejoramiento genético
en el cultivo (Saraswathi et al., 2016). Ventura et al. (2015) mediante el uso combinado
del cultivo de tejidos y la mutagénesis in vitro en apices meristematicos del cultivar
‘Zanzibar’ (grupo AAB) obtuvieron una amplia variabilidad genética en el clon
‘Zanzibar’ donde seleccionaron 15 mutantes. Las lineas ‘Z 13°, ‘Z 30’ y el ’Z 30 A’
resultaron los mejores materiales promisorios para el mejoramiento genético en el
cultivo por su alto rendimiento; por la eliminacion de los cormos superficiales; por la
disminucion en la altura; y por el ahijmiento ordenado. EIl presente trabajo se realizd
con el objetivo de realizar la seleccion temprana de la resistencia a marchitez por
Fusarium raza 1 en mutantes del cultivar ‘Zanzibar’ (grupo AAB, Musa spp.) obtenidos
mediante técnicas biotecnoldgicas en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Interaccion Planta — Patogeno
del Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila "Méaximo Gémez Béez",
Cuba. En la experimentacién se utilizé un aislado de FOC raza 1 (perteneciente al
grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) [01210] procedente del cepario del Instituto
de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV), La Habana, Cuba. Las lineas
evaluadas del clon ‘Zanzibar’ (grupo AAB) fueron: ‘Z 13°, °Z 30’ y el ’Z 30 A’. Las
cuales fueron obtenidas en el programa de mejoramiento genético de Musa spp. que se
desarrollo en el Instituto Nacional de Investigaciones en Viandas Tropicales de Santo
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Domingo, Villa Clara, Cuba (INIVIT). En el cual mediante la utilizacion de radiaciones
ionizantes (rayos gamma) en apices meristematicos del clon ‘Zanzibar’, a partir del
cultivo in vitro lograron la seleccion de 15 mutantes. Posteriormente, en condiciones
de campo y durante tres ciclos vegetativos seleccionaron las lineas ‘Z 13°, ‘Z 30’ y el
’Z 30 A’ como los materiales mas avanzados para el mejoramiento genético en el
cultivo (Ventura et al., 2015). Como materia vegetal se utilizaron muestras foliares de
las lineas ‘Z 13°, ‘Z 30’ y el ‘Z 30 A’ de ocho a nueve meses de plantadas en el Banco
de Germoplasma de Banano del INIVIT. Para evaluar la resistencia y/o susceptibilidad
a marchitez por Fusarium raza 1 se establecieron seis momentos de evaluacion (cada
dos meses en el mismo afo del desarrollo de la experimentacion).

Se realizo la colecta en campo de hojas sanas de mediana edad segun la posicion
en la planta (hojas 3, 4 y 5) de cada linea a evaluar (‘Z 13°, ‘Z 30’ y el ’Z 30 A’). En
cada hoja se realizaron 18 punteaduras con una aguja esteril en el lado adaxial del limbo
de la hoja con 3 cm de separacion entre ellas; y en tres posiciones diferentes (distal,
medio y proximal). Después del dafio, se agregaron 5 pL del filtrado del cultivo del
hongo (FC) y 5 pL del medio de cultivo sin el hongo; y concentrado (tratamiento
testigo). Las hojas se incubaron durante 48 horas a 28 + 2 °C, 56 pmol m? s de
intensidad luminosa, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad y 70% de
humedad relativa. Transcurridas las 48 horas se midio el area de las lesiones eliptica
(mm?) de las hojas de acuerdo a Companioni et al. (2003); y se extrajeron fragmentos
de hoja con las lesiones elipticas de (5 x 5 cm) que se colocaron en nitrogeno liquido
para los posteriores analisis bioquimicos (Figura 1). Se evaluaron los siguientes
indicadores bioquimicos: actividad peroxidasa, niveles de pigmentos clorofilicos (a, b
y totales), contenido de fenoles libres y ligados a las paredes celulares,
malondialdehido, otros aldehidos y proteinas. Cada tratamiento incluy6 tres hojas de
plantas diferentes en cada linea evaluada (‘Z 13°, ‘Z 30’ y el °’Z 30 A”). Se evaluaron
las areas de la lesion eliptica de 54 punteadura/tratamiento (18 punteadura/hoja) y cada
determinacion bioquimica implicé a tres muestras independientes (una de cada hoja).

Con las mediciones citadas se evalud cada planta en las funciones discriminantes
descritas por Companioni et al. (2005) para conocer si eran clasificadas correctamente.
Los resultados obtenidos se compararon mediante la prueba paramétrica t-test para
conocer si los resultados de cada funcion eran estadisticamente diferentes. La
probabilidad méaxima de cometer error de tipo | fue 0.05. En el procesamiento
estadistico de los datos se utilizd el utilitario Statistical Package for Social Sciences
(SPSS para Windows, version 8).
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Figura 1. Procedimiento para evaluar la resistencia y/o susceptibilidad a marchitez por
Fusarium raza 1 en mutantes del cultivar ‘Zanzibar’ (grupo AAB, Musa spp.). A) aplicacion
del filtrado de cultivo del hongo en el limbo de la hoja; y B) evaluacién del area de la lesién, y
corte de fragmentos para los analisis bioquimicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacidn de la resistencia a marchitez por Fusarium raza 1 GCV [01210] en
cada linea evaluada y en cada momento de evaluacion segin las funciones
discriminantes se describen a continuacion (Cuadro 1). Después de las 48 horas de la
aplicacion de los tratamientos descritos, y el posterior analisis bioquimico en las hojas
de las lineas del clon 'Zanzibar' se pudo observar que las funciones discriminantes
clasificaron como resistente al 93.3% de las plantas evaluadas del mutante ‘Z 30’ (56
plantas de 60).

Mientras, que en la linea ‘Z 13’ se clasificaron como resistentes el 91.6% de las
plantas evaluadas (55 plantas de 60). Por tltimo, en la linea °Z 30A” se observo que las
funciones discriminantes en este cultivar clasificaron al 96.6% de las plantas como
resistente (58 plantas de 60). Los resultados evidenciaron que las lineas seleccionadas
del clon ‘Zanzibar’ irradiado (‘Z 13°, °Z 30’ y el ‘Z 30 A’) pueden ser materiales
promisorios para el mejoramiento genético en el cultivo, dirigido a la resistenciaa FOC
raza 1 GCV [01210], donde su resistencia oscil6 del 91.6 al 96.6%. Sin embargo, no se
descarta la necesidad de continuar estudios adicionales en campo para verificar la
resistencia en las lineas evaluadas. Por otro lado, aunque se realicen evaluaciones de la
resistencia in vitro, las plantas supuestamente resistentes deben someterse a estudios
en campo (Dita et al., 2018). En este sentido, Saraswathi et al. (2016) realizaron la
seleccion de los mutantes de banano del cultivar Rasthali (Silk, AAB) con resistencia
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alarazaldel GCV [0124/5] de FOC mediante la seleccion in vitro. Para ello, utilizaron
como agentes de seleccion toxina (acido fusarico), y FC del patégeno.

Cuadro 1. Clasificacion en susceptibles o resistentes hecha por las funciones discriminantes en las
lineas seleccionadas del clon ‘Zanzibar’ irradiado.

Momentos Lineas Numero total de  Numero total de plantas potencialmente
de evaluadas  plantas evaluadas resistentes segun funciones
evaluacion discriminantes

1 ‘Z-30° 10 10 (100%)

2 ‘Z-30° 10 8 (80%)

3 ‘Z-30° 10 9 (90%)

4 ‘Z-30° 10 9 (90%)

5 ‘Z-30° 10 10 (100%)

6 ‘Z-30° 10 10 (100%)

1 ‘Z-13’ 10 8 (80%)

2 ‘Z-13° 10 9 (90%)

3 ‘Z-13’ 10 9 (90%)

4 ‘Z-13° 10 10 (100%)

5 ‘Z-13’ 10 10 (100%)

6 ‘Z-13° 10 9 (90%)

1 ‘Z-30A° 10 10 (100%)

2 ‘Z-30A° 10 9 (90%)

3 ‘Z-30A° 10 9 (90%)

4 ‘Z-30A° 10 10 (100%)

5 ‘Z-30A° 10 10 (100%)

6 ‘Z-30A° 10 10 (100%)
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Los brotes individuales de los mutantes de banano obtenidos después del tercer
0 cuarto subcultivo fueron transferidos al medio de cultivo de multiplicacion,
suplementado con diferentes concentraciones de la toxina (acido fusarico comercial)
(Sigma Aldrich, EE. UU.) (0.0125; 0.025; 0.0375; 0.05 y 0.0625 mM); y a las
concentraciones de 3; 4; 5; 6; 7 y 8% del FC del patégeno. Ademas, afiadieron el
regulador de crecimiento. Después de tres semanas observaron el 50% de supervivencia
de los explantes en la concentracion de 0.050 mM de la toxina; y 7% con el FC del
hongo. En concentraciones superiores observaron una rapida disminucion en el
crecimiento de los brotes de los mutantes de banano. A los tres meses siguientes, los
mutantes seleccionados fueron transferidos para realizar las pruebas en macetas, en
condiciones controladas mediante la inoculacion al sustrato con una suspension de
esporas de 12 x 10° conidios mL* del hongo. Posterior a los seis meses del proceso de
evaluacion de la resistencia obtuvieron tres mutantes putativos resistentes a la raza 1
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de FOC. Los cuales fueron multiplicado in vitro de forma masiva para continuar otros
estudios en la interaccion. Es importante sefialar que para el establecimiento de
sistemas de seleccion de la resistencia constituye una prioridad la determinacion de una
concentracion correcta del FC del patdgeno o toxina; asi como la determinacion de la
expresion de la actividad fitotoxica diferencial entre variedades. Ambos aspectos
incrementan las posibilidades de obtener lineas estables de plantas con resistencia a las
enfermedades (Portal et al. 2021). Como se puede mostrar, aunque se realicen
selecciones in vitro las plantas supuestamente resistentes deben someterse a estudios
en campo. Por otra parte, se evidencia la reduccion del tiempo necesario de respuesta
para conocer si una planta es resistente o susceptible (48 horas). Por Gltimo, permite
evaluar un nimero importante de muestras en condiciones de laboratorio, y de esta
manera acelerar los programas de mejoramiento genético a esta enfermedad. Lo cual
evidencia el potencial de la biotecnologia en el campo del mejoramiento genético en el
cultivo.

CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que las lineas seleccionadas del clon ‘Zanzibar’
irradiado (‘Z 13°, °Z 30’ y el ‘Z 30 A’) pueden ser materiales promisorios para el
mejoramiento genético en el cultivo, dirigido a la resistencia a FOC raza 1 GCV
[01210] donde su resistencia oscilo del 91.6 al 96.6%. Sin embrago, no se descarta la
necesidad de continuar estudios adicionales en campo para verificar la resistencia al
patdgeno raza 1.
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