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RESUMEN

Ecuador es uno de los principales exportadores de banano a nivel mundial, razén por la cual
es vital demostrar las garantias necesarias en cuanto al manejo adecuado de esta fruta.
Fusarium tropical raza 4 (TR4), amenaza con desaparecer los cultivares Cavendish, por lo que
esta investigacion se centro en realizar el disefio de 2 sgRNA en el primer exdn de la secuencia
target en estudio, perteneciente a la familia de los genes SIX (Secreted In Xylem) y provocar
una delecion in vitro en la secuencia a través de la tecnologia CRISPR Cas9, ya que se presume
dicho gen esta directamente asociado a la virulencia de Fusarium y otros hongos
fitopatdgenos.

Palabras clave: mal de Panama, Fusarium oxysporum, edicion genética, CRISPR Cas9,
Biotecnologia.

ABSTRACT

Ecuador is one of the main exporters of bananas worldwide, which is why it is crucial to
demonstrate the necessary assurances regarding the proper handling of this fruit. Fusarium
tropical race 4 (TR4) poses a threat to the disappearance of Cavendish cultivars. Therefore,
this research focused on designing 2 sgRNA in the first exon of the target sequence under
study, belonging to the SIX gene family (Secreted in Xylem), and inducing an in vitro deletion
in the sequence through CRISPR Cas9 technology. This is because it is presumed that this
gene is directly associated with the virulence of Fusarium and other phytopathogenic fungi.
Keywords: Panama disease, Fusarium oxysporum, gene editing, CRISPR Cas9,
Biotechnology.
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INTRODUCCION
Estado actual del banano frente a TR4

El banano es una de las frutas con mayor demanda y produccion a nivel mundial
al cual enfrenta desafios debido a la Fusariosis del banano, causada por el hongo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). La variedad Cavendish, que representa el
40% de la oferta global, ha sufrido pérdidas significativas, afectando a los principales
paises productores (FAO, 2019).

La enfermedad, que se ha expandido a Colombia, Pertu y Venezuela, amenaza
especialmente a Ecuador, uno de los mayores exportadores. Fusarium oxysporum, un
hongo cosmopolita, infecta las plantas a través del sistema radicular, obstruyendo el
sistema vascular y afectando procesos vitales como la fotosintesis. Esta problematica
plantea la necesidad urgente de estrategias genéticas para abordar la resistencia a la
Fusariosis (L6pez-Zapata y Castafio-Zapata, 2019).

Evidencia reciente demuestra que F. oxysporum ha evolucionado complejos
mecanismos para superar la inmunidad en plantas a través de la secrecion de proteinas
Ilamadas efectores dentro de la célula de la planta y entre todos los genes SIX
identificados en Foc, el gen SIX9 estad presente en todos los genotipos conocidos
(Carvalhais et al., 2019). Estos hallazgos motivan la consideracién del gen SIX9 como
un prometedor candidato para estudios de funcionalidad, con el objetivo de evaluar su
papel durante la infeccion en bananos mediante enfoques genéticos.

En los Gltimos afios, se ha desarrollado la tecnologia de edicion genética conocida
como CRISPR-Cas9, que utiliza el sistema de inmunidad adaptativa de
microorganismos para realizar cortes especificos en el ADN. Esta técnica es altamente
compatible con diversas especies, tanto procariotas como eucariotas. La proteina Cas9,
fundamental en este proceso, puede ser modificada con una sefial de localizacion
nuclear, formando un complejo ribonucleoproteico (RNP) con el ARN guia. A
diferencia de otros sistemas, el RNP no requiere procesos de traduccidn o transcripcion,
reduciendo el riesgo de introducir ADN extrafio o variaciones genéticas en las plantas
regeneradas (Woo et al., 2015).

La edicidon de genomas mediante complejos de ribonucleoproteinas permite una
rapida y eficiente modificacion genética, siendo degradada rapidamente por proteasas
celulares tras la transfeccion (Sant’ Ana et al., 2020). Por lo que, utilizando la tecnologia
de edicion genética, el objetivo es encontrar genes de resistencia en accesiones
silvestres de banano, ya que mejorarlos mediante cruza convencional es dificil debido
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a su ploidia y baja fertilidad. Se busca determinar si los genes efectores, como los
relacionados con Foc, confieren patogenicidad para mejorar los esfuerzos de
mejoramiento.

En ultima instancia, la meta es lograr el mejoramiento genético de variedades
como Cavendish o variedades resistentes, asi como la edicion directa del
microorganismo causante de la Fusariosis, como una alternativa eficiente a largo plazo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de cepas de Fusarium oxysporum raza 1

Para los ensayos de edicion se utilizaron las cepas EC44-M-GM1 y 0-1968,
ambas caracterizadas como Foc (raza 1) y conservadas en el laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE).

Disefio in silico y sintesis del sgRNA

El sgRNA se disefi¢ utilizando el software Breaking-Cas (Juan C. Oliveros, n.d.),
para lo cual se tomaron varios detalles en cuenta entre ellos la similitud del
protoespaciador y la secuencia PAM en base al genoma de Fusarium oxyporum, para
evitar cortes en otros locis y posibles efectos off-target, ademas se tratd que el sitio de
corte del sgRNA sea cercano a la region 5° mismo que codifica al gen de interés SIX9,
el sgRNA estd compuesto de 20 nucledtidos més la secuencia PAM (NGG), es decir
en la regibon 5° se agregd la  secuencia del promotor T7
(TTCTAATACGACTCACTATA) y al final de la region 3’ una secuencia de
solapamiento compuesta por 14 nucleétidos (GTTTTAGAGCTAGA).

Para el proceso de sintesis del sgRNA se utiliz el kit de EnGen® sgRNA
Synthesis S. pyogenes kit (New England Biolabs #E3322). La reaccion fue llevada a
incubacion durante 30 minutos a 37 °C, transcurrido este periodo se transfirieron las
muestras al hielo. Adicionalmente se realiz6 un tratamiento con DNasas afiadiendo 30
uL de agua ultrapura'y 2 pL de Dnase I, se incubd la reacciéon durante 15 minutos mas
a 37 °C, al finalizar las muestras fueron analizadas mediante un gel de agarosa al 1.5%
en TAE 1X.

Purificacion de la proteina CAS9

Para este estudio, se empleo el plasmido pHis-parallel1-NLSHBCas9 (9761 pb)
de Addgene, que contiene una sefial de localizacion nuclear (NLS) de la histona H2B
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de Fusarium oxysporum fusionada a el promotor y terminador T7, en la cepa de E. coli
Dhb5alpha.

El vector se cultivd en medio LB so6lido con ampicilina (100 pg/mL) a 37 °C
durante 24 horas, y la presencia del gen de interés se confirmé mediante PCR con
cebadores especificos. Para lograr una alta concentracion de la proteina Cas9, se diluyd
el medio LB liquido 1:100, y se indujo con IPTG (0.3 mM) cuando la densidad optica
alcanzd aproximadamente 0.6 Unidades. Tras 5 horas de incubacion a temperatura
ambiente y 160 rpm, se evalud la expresion mediante SDS-PAGE. La purificacion de
la proteina se llevo a cabo utilizando cartuchos cromatograficos HisPur™ Ni-NTA
(Thermo Fisher Scientific, 88221), seguida de dializacién y centrifugacién para
eliminar las proteinas no asociadas. Este proceso garantizd la obtencién de una
preparacion purificada de la proteina Cas9, lista para su implementacion en estudios de
edicion genética y otras aplicaciones cientificas relacionadas.

Produccion de protoplastos de Fusarium oxysporum

Para generar protoplastos, se inoculé medio liquido PDB con aproximadamente
1x107 conidios de Fusarium, incubandolos a 28 °C y 160 rpm durante la noche. Tras
la germinacion, las esporas se recolectaron y se trataron con Driselasa (10mg/mL) en
NaCl 0.7M para degradar la pared celular durante 3 horas. La suspension se incubé a
temperatura ambiente durante dos horas en un agitador rotatorio, los protoplastos
obtenidos se filtraron con una malla de nylon de 40 um. Tras dos lavados en la
suspension SuTC, los protoplastos se diluyeron en el buffer estabilizador SUTC a 2x
10’/mL. Para cada experimento de transformacion, se utilizaron 200 mL de la solucion
de protoplastos (Liu and Friesen, 2012).

Transformacion fungica mediada por PEG
Se prepar6 simultdneamente la proteina CAS9 y el ARN guia (sgRNA) en una

relacién molar 1:1, totalizando 50 pL, con solucidon tampédn nucleasa Cas9 10x y agua
tratada con DEPC. Esta mezcla se incub6 a 37 °C durante 20 minutos. Para la
transformacion, se combinaron 200 pL de protoplastos con 50 puL de Cas9 RNPs
(donante) o ADN, maés un volumen igual de PEG al 60%, incubando a temperatura
ambiente durante 20 minutos. El producto se transfirio a un tubo con medio selectivo
TB3y se agitd a 160 rpm a temperatura ambiente durante 24 horas. Los protoplastos
regenerados se mezclaron con medio selectivo y se transfirieron a placas Petri estériles
para secuenciacion posterior.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de la proteina Cas9
El plasmido de expresion Phis-parallel1-NLSH2BCas9 se clond en la cepa BL21

Rosetta de E. coli (Figural) para la expresion y purificacion de la proteina Cas9. La
proteina resultante de la purificacion tenia un tamafio aproximado de 165kDa (Figura
2).

Figura 1. Resultado obtenido de la PCR de colonias E. coli para confirmar la presencia de la
region Cas9 en un gel de agarosa en medio TAE 1X al 1.2%, para lo cual se utilizaron cebadores
especificos del gen de interés y un marcador de peso molecular 100bp, las bandas corresponden
al amplicon esperado de 652bp.
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E. coli + vector Cas9 E. coli + vector Cas9 + piotaing Cas9 filtrada
IPTG

200kD

100kD

Figura 2. Gel SDS page 5 mL 12% con las muestras del vector Cas 9 (pocillo 2-3) vector cas9
con IPTG (4-5) proteina Cas9 filtrada, colocadas por duplicado con 15uL de muestra més el
buffer de carga.

Transformacion de protoplastos mediada por PEG
El ARN guia generado por medio del software Breaking Cas, estaba dirigido a la

region cercana 5 del gen de interés (efector SIX9), con el fin de realizar un bloqueo
de esta region y validar la eficacia de la técnica, asi como conocer el posible
funcionamiento de este efector a partir de protoplastos de Fusarium oxysporum raza 1
(Figura 3).

Acorbat Revista de Tecnologia y Ciencia, 2024, 1(1): 1



" @ 'd a e | \corbat Revista de
! \ o & | T logi ienci =
Internacional ecnologiay Clencia ‘ Crossref

Cultivo de Fusarium SgRNA
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transformantes

Figura 3. Esquema de la transformacion con protoplastos mediadas por PEG dirigida por CAS9-RPN, para
lo cual se realiz6 un cultivo de las muestras de Fusarium en medio PDB, de las cuales se utilizaron 200 pL
con PEG al 60% y 50 L del donor (Cas9 ensamblada).

CONCLUSIONES
Las ribonucleoproteinas (RNP) de CRISPR han demostrado ser una estrategia

altamente eficaz para la mutagénesis dirigida en protoplastos. Este método exhibe
ventajas significativas sobre la edicion del genoma mediante plasmidos, mostrando
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mayor eficiencia, reduccion considerable de efectos fuera del objetivo y una velocidad
de edicion més répida en diversos microorganismos.

Un beneficio adicional es su potencial cumplimiento con regulaciones sobre
organismos genéticamente modificados (OGM), ya que los complejos ARN guia-
proteina Cas9 se desintegran rapidamente en cultivos celulares en regeneracion o
mediante la segregacion. Se necesitan mas investigaciones para optimizar el
genotipado de microorganismos editados, sin ADN residual, y llevar estas aplicaciones
al &mbito agricola.
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RESUMEN

Se presenta informacion técnica y cientifica sobre el mejoramiento genético clasico y
biotecnoldgico, aplicado a bananos y platanos (Musa AA, BB, AAA, AAB). El objetivo de
este estudio fue realizar una investigacion de revision critica de literatura sobre el estado actual
del mejoramiento genético de las musaceas. Enfermedades como la Sigatoka negra, la
Fusariosis del banano, el Virus Bunchy Top del Banano (BBTV), y aspectos abi6ticos, han
generado un interés creciente de trabajo en los programas de mejoramiento a nivel mundial.
La evidencia histérica confirma que el mejoramiento en Musa no ha sido facil. El trabajo con
tipos de banano Cavendish es ain mas dificil, pero actualmente se considera que no es
imposible. En la actualidad, existen resultados incipientes, promisorios y avanzados, esto con
base en la aplicacion de la mejora genética clasica y biotecnolégica.

Palabras clave: Bunchy Top, Fusarium, Musa, Resistencia genética, Sigatoka, Genética.

ABSTRACT

Technical and scientific information is presented on classical and biotechnological genetic
improvement, applied to bananas and plantains (Musa AA, BB, AAA, AAB). The objective
of this study was to carry out a critical literature review on the current state of genetic
improvement of Musaceae. Diseases like Black Leaf Streak, Banana fusariosis, Banana
Bunchy Top Virus (BBTV), and abiotic aspects, have generated a growing interest of work in
the main breeding programs worldwide. Genetic improvement in Musa has not been easy;
historical evidence confirms it. Working with Cavendish types of bananas is even more
difficult but is currently considered that this is not impossible. Nowadays, there are incipient,
promising, and advanced results, based in the application of classical breeding programs and
biotechnological.

Keywords: Bunchy Top, Fusarium, Genetic Resistance, Musa, Sigatoka, Genetic.
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INTRODUCCION

Entre los principales factores bidticos que limitan la productividad del cultivo de
banano, se encuentran enfermedades como la Sigatoka negra (Pseudocercospora
fijiensis), enfermedad del Moko (Ralstonia solanacearum Raza 2), la Fusariosis
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 1 y Raza 4 tropical Foc R4T) y el Virus
Bunchy Top (BBTV) (Orozco et al. 2008). EI Foc R4T continGia avanzado en Asia,
Oceania, y Africa y de manera reciente se comprob6 la presencia en el continente
americano, especificamente en Colombia en el afio 2019, en Per( en el afio 2021, y
posteriormente, en Venezuela en el afio 2023 (Martinez et al. 2023).

La historia del mejoramiento genético en musaceas alcanza mas de 100 afios de
arduo trabajo, este se ha realizado con la finalidad de obtener plantas resistentes a
plagas y enfermedades, y con mejores adaptaciones a las limitantes abioticas. Con lo
cual se busca, ademads, reunir caracteristicas agronomicas que favorezcan la
produccién, la seguridad alimentaria de poblaciones locales, y la obtencion de
productos de calidad de exportacion. Del mismo modo, es una herramienta para
resolver problemas que no logran ser controlados con ningln otro tipo de manejo, como
los que podria estar generando la variabilidad y el cambio climatico.

Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio fue realizar una amplia
investigacion bibliografica sobre el estado actual del mejoramiento genético del banano
(Musa AAA) Subgrupo Cavendish y el platano (Musa AAB). Esto con la finalidad de
disponer de un documento clave y basico para los investigadores en el cultivo de
banano, con el acervo de conocimiento que ha significado el historial del mejoramiento
genético y asi tener mejor criterio cientifico para la toma de decisiones en los planes
de accion y pasos a seguir por entidades dedicadas a trabajar la mejora genética de esta
importante planta.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevo a cabo mediante la consulta critica y detallada de literatura
cientifica fisica y digital, abordando los temas de la historia del mejoramiento genético
desde sus inicios, la importancia que representa, las ventajas que genera el uso de
material vegetal con resistencia a enfermedades, las limitaciones que presenta el
mejoramiento genético convencional y biotecnoldgico, los desafios que se enfrentan
en el proceso de mejora, los programas de mejoramiento alrededor del mundo y algunos
casos de éxito recientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El mejoramiento genético en banano vio sus inicios producto de la necesidad de
desarrollar alternativas ante la amenaza de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 1.
Por lo que el Colegio Imperial de Agricultura Tropical en Trinidad (ICTA) en 1922,
fue el primer programa de mejoramiento genético en esta planta, el cual, afios después
trabajo en conjunto con la United Fruit Company de Honduras, y, posteriormente, fue
transferido a la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) en 1984. Otros
programas de mejoramiento genético han sido llevados a cabo por diferentes
instituciones a lo largo del tiempo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Programas de mejoramiento genético en banano a nivel mundial, 2023.

Programas de mejoramiento

1. Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), Honduras.

2. Empresa Brasilefia de Investigacion Agropecuaria y el Centro Nacional de
Investigacion en Yuca y Fruticultura Tropical (EMBRAPA-CNPMF),
Brasil.

3. Centro de Cooperacidn Internacional en Investigacion Agronémica para el
Desarrollo y el Departamento de Produccion Hortofruticola (CIRAD-
FLHOR), Isla Guadalupe, Francia.

La Universidad de Tecnologia de Queensland (QUT), Australia.
Instituto Internacional de Agricultura Tropical (II'TA), Nigeria.
Organizacion Internacional de Energia Atdmica, Austria.

Tropic Biosciences, Reino Unido.

KeyGene, Estados Unidos.

Academia de Ciencias Agricolas de Guangdong (GDAAS), China.

© © N o g &

10. El Instituto de Investigacion del Banano de Taiwan (TBRI), Taiwan.

11. Centro Regional de Investigaciones sobre Bananos y Platanos (CARBAP),
Camerun.

12. Centro Nacional de Investigacion del Banano (NRBC), India.
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Algunos de los principales desafios que enfrenta el mejoramiento genético
convencional son: la partenocarpia, la necesidad de realizar alta cantidad de
polinizaciones, la baja produccion de semillas, la baja fertilidad femenina, la presencia
de ploidia, las semillas recalcitrantes, la obtencién de resultados a mas largo plazo, la
necesidad de personal capacitado y los altos costos del proceso (Vignesh et al., 2020).
Debido a estas limitantes, muchos investigadores han implementado otras estrategias
tecnoldgicas como: la induccion fisica y quimica de mutaciones, la variacion
somaclonal, la transgénesis, las cisgenesis, el uso de marcadores moleculares y la
edicion genética o de precision. Las cuales se han utilizado de forma individual, o como
complemento del mejoramiento convencional, para el desarrollo de hibridos mejorados
de una manera rapida y eficiente. Para efectos de este analisis, se presentan a
continuacion (Cuadro 2) ejemplos de casos exitosos producto del mejoramiento
genético en banano y platano.

El mejoramiento genético del banano y platano se convierte en una necesidad
prioritaria para el sector productivo, considerando la exigente demanda de los mercados
en la disminucion del uso de agroquimicos, asi como las amenazas bioticas y abidticas
que enfrenta el cultivo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, materiales como los
diploides mejorados con resistencia al Foc R4T y a la Sigatoka negra, representan
actualmente un importante avance para los programas de mejoramiento genético, en la
busqueda de hibridos que cumplan con los requisitos agronémicos, productivos y de
mercado que se exigen actualmente. Asimismo, el uso de las diferentes herramientas
biotecnoldgicas y su complemento con el mejoramiento convencional, sugieren nuevos
panoramas para enfrentar las principales limitantes que enfrenta el sector agricola
bananero. Por lo cual, se destaca la necesidad en la basqueda de herramientas que
permitan educar a los consumidores hacia un mercado mas diversificado que favorezca
la produccion sostenible de banano y platano.

CONCLUSIONES

Este tipo de trabajo es una necesidad considerando la problematica que
representan enfermedades como Foc R4T, la Sigatoka negra y el Moko, asi como de
otras emergentes que podrian surgir considerando factores como el cambio en las
condiciones climéticas y de manejo del cultivo.
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El mejoramiento convencional en el cultivo de banano y platano se ha realizado

desde hace mas de 100 afios (1922-2023), por lo que el conocimiento, y las bases
cientificas con las que hoy en dia se cuenta son una valiosa experiencia acumulada, y
una de sus principales ventajas.

Cuadro 2. Tipos diploides, triploides y tetraploides, y sus resultados producto del mejoramiento genético.

Cultivar Genoma Caracteristica Programa de Referencia
mejoramiento
M53 AA Resistencia a Foc R4T EMBRAPA  Amorim et al.
(2021).
SH-3142 AA Resistencia a Foc R4T FHIA Mintoff et al.
(2020).
FHIA 25 AAB Resistencia a Sigatoka FHIA Martinez et al.
negra, Foc R4T y BBTV (2020).
CIRAD 931 AAA Resistenciaa Foc R1y Foc  CIRAD Bakry et al. (2021).
RAT
'Formosana’ AAA Resistencia intermedia al TBRI Hou et al. (2022).
Foc RAT
"Tai-Chiao No. AAA Resistente al Foc R4T
5'(TC5)
"Tai-Chiao No. AAA Resistente al Foc R4T
7 (TC7)
Pei Chiao AAA Resistente al Foc R4T TBRI Lépez et al. (2020).
Virupakshi AAB Resistente a BBTV. NRCB
QCAV-4 AAA Resistente al Foc R4T QUT Servicio Nacional
. ] de Sanidad,
Resistant GAL AAA Resistente al Foc R4T Rahan .
Merist Inocuidad y
CTSEM  Calidad
Agroalimentaria,
2023.
FHIA 2 AAAA  Resistencia a Sigatoka FHIA Martinez et al.
negray Foc RAT (2020).
Pacovan Ken AAAB Resistencia a Foc R1, EMBRAPA  Amorim et al.
Sigatoka negra y amarilla (2021).
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Un resultado contundente de este trabajo, es que los diploides mejorados son la
clave para el desarrollo de hibridos superiores y resistentes a plagas y enfermedades.
Se destaca que el uso de herramientas biotecnoldgicas ha permitido el desarrollo de
plantas de banano con resistencia a las principales enfermedades que afectan el cultivo
de banano. Por lo que se recomienda la complementariedad entre el mejoramiento
genético clasico convencional y el biotecnoldgico, para mejor desempefio de los
programas.

Es necesario un arduo trabajo de aceptacion y percepcion pablica de los nuevos
productos del mejoramiento genético. Asimismo, se requiere una fuerte estrategia para
dar a conocer a la opinién publica el valor agregado que poseen otros tipos de bananos
ya existentes en la naturaleza y/o mejorados genéticamente. Su diversidad abarca
diferentes tamarios, sabores, aromas, colores, contenidos nutricionales y otros
beneficios afines.

Es necesario fortalecer la cooperacion y alianza entre las diversas instituciones y
paises con produccion local y de exportacién de banano y platano, asi como dar
seguimiento a los avances en el desarrollo de los diferentes programas de mejoramiento
genético alrededor del mundo. EI mejoramiento genético es una tarea que debe
continuar y desarrollarse como una coevolucion con los constantes desafios que
enfrentan estos cultivos.
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RESUMEN

NSIP es un importante proveedor de plantas In vitro para la produccidn industrial bananera en
América Latina. NSIP esta desarrollando un programa optimizado de mejoramiento genético
para apoyar a la industria bananera actual, restableciendo al banano como un cultivo hibrido.
NSIP esta buscando diversidad genética natural existente en los progenitores de Cavendish
para desarrollar nuevas variedades de banano. El programa tiene como objetivo crear una
mejora continua de rasgos importantes relacionados con la productividad, asi como tolerancia
a Fusarium oxysporum TR4. NSIP utilizara tecnologias analiticas de mejoramiento avanzado,
asi como una amplia experiencia en propagacion In vitro, para ayudar a crear soluciones ante
la amenaza que representa esta enfermedad.

Palabras Clave: Mejoramiento genético optimizado, cultivo de tejidos vegetales, Fusarium
oxysporum TR4, Genética.

ABSTRACT

Nature Source Improved Plants (NSIP) is a company dedicated to providing optimized plant
breeding and in vitro propagation services to companies with presence in the seed and food
industry. NSIP is a major supplier of in vitro planting materials to the Latin American banana
production industry. To further support the banana industry, NSIP is developing an optimized
banana breeding program. This program enables banana genetic improvement by reinventing
banana as a hybrid crop. To do this, NSIP is accessing the natural genetic diversity existing in
the progenitors of Cavendish to develop new banana varieties. The program aims to create
continuous improvement for important traits related to field productivity and tolerance to
Fusarium oxysporum TR4. NSIP will utilize advanced analytical and breeding technologies,
as well as extensive experience in vitro propagation, to help create solutions to the threat posed
by Fusarium oxysporum TRA4.

Keywords: Optimized Breeding, Plant tissue culture, Fusarium oxysporum TR4, Genetic.
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INTRODUCCION

Los Bananos (Musa spp.) son un importante cultivo alimentario bésico para
cientos de millones de personas en el mundo (FAOSTAT, 2023). México produce
alrededor de 2,4 millones de toneladas que se exportan a diferentes destinos
comerciales como Estados Unidos. Chiapas es el estado con el mayor volumen de la
produccién nacional generando de manera permanente muchos empleos directos e
indirectos en los productores de la zona (SIAP, 202). Se estima, que del 20-30% de las
plantas sembradas en la region del Soconusco Chiapas provienen de plantulas In vitro
producidas por NSIP (dato interno). La principal ventaja para el productor bananero es
que las plantas In vitro son de alto valor fitosanitario debido a que estan libres de
enfermedades de tipo bacteriano, fungico y viral. Las plantas obtenidas por este sistema
son réplicas exactas entre si y fieles copias de la planta progenitora. Ademas, el nimero
de individuos obtenidos por este método es muy superior al obtenido por cualquier otro
método de propagacion, por unidad de propagulo (Hasnain et al., 2022).

Actualmente, la variedad Cavendish se ha convertido en la mas consumida y
exportada, representando casi la mitad de todas las variedades cultivadas en todo el
mundo y casi el 100% de los platanos frescos comercializados internacionalmente
(FAOSTAT, 2023). La planta de banano es estéril, por lo que solo puede replicarse
plantando raices o esquejes de plantas existentes, lo que resulta en muy poca o ninguna
diversidad genética en las plantaciones de banano (Reay, 2019); esto la hace vulnerable
a plagas y enfermedades (Villao et al., 2019).

Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 Tropical (Foc R4T) es un hongo
patdgeno considerado como una de las plagas mas destructivas de las musaceas, misma
que ha provocado la desaparicion de miles de hectareas de cultivo de banano en paises
productores del mundo. Foc R4T ha sido detectado recientemente en Colombia y Peru
(Chen et al., 2019). Su dispersién en América Latina es una amenaza potencial para el
sector bananero de México debido a que ocasionaria una gran afectacion en la
produccion y exportacion de este cultivo causando un impacto social, asi como
cuantiosas pérdidas econémicas en las zonas productoras (SENASICA, 2023,
FAOSTAT, 2023).

Una alternativa para mejorar el cultivo del banano es el cruzamiento
interespecifico de parentales elite con distintos niveles de ploidia (Villao et al., 2019).
Esta estrategia es utilizada en un amplio intervalo de cultivos para favorecer la
compatibilidad meidtica entre plantas (Heslop-Harrison et al., 2023). Los hibridos
obtenidos de este tipo de cruzas generalmente presentan mayor vigor hibrido, frutos
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con mejores caracteristicas, resistencia a plagas y enfermedades, asi como
caracteristicas nuevas no observables en los fenotipos parentales (Li et al., 2021).

Por otra parte, un factor clave en el mejoramiento de banano es la caracterizacion
del nimero de cromosomas de los parentales e hibridos con el objetivo de corroborar
el nivel de ploidia y el estado hibrido de las plantas (Heslop-Harrison et al., 2023). En
las plantas se emplean distintas metodologias para el estudio de los cromosomas, que
van desde las técnicas moleculares hasta el uso de métodos clasicos como el cariotipo,
siendo este la Gnica comprobacion exacta de los niveles de ploidia en el germoplasma
de Musa (Dolezel et al., 1998).

Debido a lo anterior, NSIP empresa lider en biotecnologia Vegetal con divisiones
en Nueva York, Estados Unidos y Chiapas, México, ha combinado de manera Unica
los campos de gendmica, investigacion operativa y matematicas avanzadas para
desarrollar mejoramiento genético rapido y eficiente de distintos cultivos, entre ellos
el banano. NSIP también aplica tecnologias de optimizacion a la produccion vegetal y
es uno de los mayores productores de plantas In vitro (incluido el banano) para
produccién comercial en América Latina.

En mayo de 2022, NSIP y la Asociacion Agricola de Productores de Platano del
Soconusco (AAPPS) formaron una alianza para la aplicacién de tecnologias de
mejoramiento genético que permita obtener hibridos de banano con rasgos deseables
relacionados a la produccion y resistencia a enfermedades. Durante el 2023, NSIP ha
identificado un conjunto clave de germoplasma de banano (diploides y tetraploides)
proveniente de diferentes partes del mundo. Posteriormente, estos parentales seran
usados para realizar cruzas con el objetivo de establecer el programa de mejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

El programa comprende tres etapas importantes para su desarrollo:

Primera etapa: Uso de los algoritmos de NSIP para la optimizacién y seleccién de los
parentales sobresalientes para hacer grupos de mejoramiento genético, el
establecimiento In vitro de los parentales, asi como el desarrollo de una metodologia
para cuantificar el nimero de cromosomas en bananos con diferente nivel de ploidia.
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Segunda etapa: Esta etapa se divide en la optimizacién de cruzas para desarrollar
nueva variacion genética en banano, asi como en la propagacion In vitro de estos
materiales para establecerlos en campo.

Tercera etapa: Establecimiento en campo de las nuevas variedades potenciales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante mencionar que el programa de mejoramiento genético se encuentra
en sus primeros pasos de desarrollo. No obstante, los alcances obtenidos estableceran
la base para futuros esfuerzos de mejoramiento, que incluye la identificacion de
germoplasma, el desarrollo de nuevos hibridos, ademas de la produccion Invitro a larga
escala de plantas de banano para su establecimiento en campo de manera experimental
y posteriormente comercial.

Los alcances obtenidos respecto a la primera etapa de la investigaciéon se
muestran a continuacion. Se identificaron variedades de banano con diferente
distanciamiento genético y con caracteristicas agronémicas de interés comercial
similares a Cavendish y Gros Michel ademas de tolerancia o resistencia a Foc R4T.
Chen et al. (2019) mencionan que la optimizacion y seleccion del germoplasma en un
programa de mejoramiento genético de banano es un aspecto crucial para el desarrollo
de variedades mas resistentes, productivas y adaptadas a distintas condiciones
ambientales. Nuestro estudio genético incluyé datos gendmicos de accesiones
provenientes de diferentes partes del mundo para su uso en el programa de
mejoramiento genético.

Con base en los resultados anteriores, se han obtenido y propagado variedades de
Banano en el laboratorio de investigacion y desarrollo de NSIP. Los resultados
logrados hasta ahora respaldan los esfuerzos para propagar material In vitro de los
parentales a usar en los cruzamientos con el objetivo de generar nuevas variedades
hibridas de banano.

Durante el 2023, se han realizado los primeros alcances en la estandarizacion de la
técnica que nos permita cuantificar el nimero de cromosomas en plantas de Banano.
Para esto, se han utilizado diferentes plantas control y técnicas que han permitido
visualizar y cuantificar directamente cromosomas en un microscopio optico.
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CONCLUSIONES

La optimizacion y el mejoramiento predictivo son herramientas poderosas para
utilizar de manera objetiva la diversidad mundial de bananos y mejorar el cultivo. NSIP
utilizando el conjunto de tecnologias puede abordar las necesidades actuales de disefio
existentes y novedosas para el cultivo.

El programa de mejoramiento genético de banano iniciado por NSIP representa
un emocionante comienzo en la busqueda de soluciones innovadoras para fortalecer la
industria bananera. Es fundamental reconocer que, en la actualidad, el programa se
encuentra en sus primeros pasos de desarrollo. Aunque adn en una fase incipiente, sus
perspectivas ofrecen un potencial significativo para mejorar la resistencia, calidad
agronémica y rendimiento de las variedades de banano.

A medida que avanza este proyecto, se espera que la colaboracion entre
investigadores, agricultores y comunidades siga siendo crucial para garantizar el éxito
a largo plazo. La anticipacion de resultados prometedores destaca la importancia de
seguir respaldando y monitoreando este programa, con la esperanza de que sus avances
puedan contribuir de manera significativa a la sostenibilidad y el progreso de la
industria bananera.
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RESUMEN

La introduccién de variedades de platano innovadoras, tolerantes a los patdgenos y con buenas
cualidades organolépticas es una palanca para una mayor resistencia a las limitaciones
climaticas y a las enfermedades emergentes, y una menor dependencia de los insumos
agricolas. Se ha creado una primera red de evaluacion multilocal en blogues completos
aleatorios de 4 variedades desarrolladas por el CIRAD, incluyendo Martinica, Guadalupe y
Reunioén. Se evaluaron las caracteristicas agromorfoldgicas y los niveles de resistencia a la
sigatoka de estas variedades. Los resultados mostraron que la interaccion genotipo X ambiente
era significativa para todos los caracteres evaluados. Algunas variedades parecen ser mas
homeostaticas (CIRAD 925, 938) y otras més plasticas (CIRAD 931).

Palabras Clave: Musa spp., Mejoramiento, interaccion genotipo-medio ambiente, genética.

ABSTRACT

L’introduction de variétés de bananiers innovantes, tolérantes aux pathogénes avec de bonnes
gualités organoleptiques constitue un levier permettant une meilleure résilience aux
contraintes climatiques, aux maladies émergentes et une moindre dépendance aux intrants
agricoles. Un premier réseau d’évaluation multi-locale en blocs aléatoires complets de 4
variétés développées par le CIRAD comprenant la Martinique, la Guadeloupe et la Réunion a
été mis en place. Les caractéristiques agro-morphologiques et niveaux de résistance a la
cercosporiose de ces variétés ont été évaluées Les résultats ont mis en évidence une
significativité de I’interaction Genotype X Environnement pour ’ensemble des caractéres
évalués. Certaines variétés semblent davantage homéostatiques (CIRAD 925, 938) et d’autres
plastiques (CIRAD 931).

Mots clés: Musa spp., amélioration variétale, interaction Genotype x Environnement,
génétique.
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INTRODUCTION

La banane (Musa spp.) est un aliment de base important et une culture fruitiere
appréciée dans le monde entier. La banane est actuellement le fruit le plus produit et le
plus commercialise au monde, avec une production mondiale avoisinant les 117
millions de tonnes en 2019 et des exportations estimées a 24 millions de tonnes la
méme année (FAOSTAT, 2021). Bien que plus de 1 000 variétés de bananes soient
produites et consommées localement dans le monde, prés de 95 % de la production
mondiale repose sur un nombre limité de variétés. Parmi celles-ci, les variétés les plus
commercialisées appartiennent au sous-groupe Cavendish et représentent environ 47
% de la production mondiale (Arias et al., 2003). Ce type variétal est le plus
commercialisé en raison notamment de sa résistance aux chocs durant le transport vers
les pays importateurs, de sa forte productivité et de sa taille (Voora et al., 2020).
Cependant ces variétés sont sensibles aux stress biotiques. Ainsi, les cultivars du sous-
groupe Cavendish sont particulierement sensibles a la cercosporiose noire
(Mycosphaerella fijiensis), dans une moindre mesure a la cercosporiose jaune
(Mycosphaerella musicola) (Jones, 2009). Récemment, la découverte d’une nouvelle
race particulierement agressive de Fusarium oxysporum f. sp cubense (fusariose du
bananier) appelée Foc TR4, constitue une menace majeure a la production mondiale de
bananes ‘Cavendish’ (Buddenhagen, 2009). L’amélioration variétale constitue donc un
levier potentiel afin de maintenir la production mondiale de bananes dessert en
développant des variétés résistantes aux stress biotiques et abiotiques. L’amélioration
variétale par croisements conduite par le CIRAD sur sa plateforme de sélection en
Guadeloupe développe des variétés hybrides selon un cahier des charges co-défini avec
les partenaires de la production, combinant critéres agronomiques, résistance aux
maladies et qualité commerciale des fruits pour répondre aux attentes et besoin des
marchés locaux, régionaux ou internationaux. La performance d’une variété étant le
résultat de ’expression de son génotype dans un environnement donné, il est donc
indispensable que les variétés créées et sélectionnées sur une plateforme unique fassent
’objet d’une évaluation multi-locale dans différentes conditions environnementales et
sanitaires. Pour cela, il est proposé d’étudier la stabilité de ces variétés avec le modele
AMMI permettant d’analyser les interactions Génotype x Environnement (GxE), en
cherchant a répondre a I’interrogation suivante : Des variétés de banane dessert
sélectionnées en Guadeloupe possédent-elles, dans d’autres environnements, les
mémes performances agronomiques et niveaux de résistance aux cercosporioses?

MATERIEL ET METHODES
Dispositif expérimental

Les génotypes de bananiers ont été évalués dans un essai multi local de trois
environnements en Guadeloupe Martinique et La Réunion. Ces trois environnements
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possédent des types de sol, altitudes, tempeératures moyennes et pluviométries
moyennes différents (Tableau 1).

L’essai a été conduit sur des stations expérimentales du CIRAD. La plantation a
eu lieu en octobre 2020 pour la réunion et en juin 2021 pour la Martinique et la
Guadeloupe. La fertilisation et I’irrigation sont adaptées en fonction des besoins de
chaque site Aucun traitement phytosanitaire n’est appliqué afin de prendre en compte
les différents contextes pathogeénes dans la notion d’environnement. Des ceilletonnages
sont réguliérement réalisés afin d’éliminer les rejets non sélectionnés pour le prochain
cycle. De la méme facon pour les régimes en maturation, les mains males et la « popote
» (fleur restante a la fin du régime) sont coupées. Sur la derniere main comportant des
« faux-fruits (fruits avortés) le plus gros fruit est sélectionné afin de servir de tire-seve,
les autres sont enleves.

Tableau 1. Caractéristiques des trois environnements en 2021.

Nom de la Type de sol Températures  Pluviométrie  Altitude
station (Moyenne (moyenne

annuelle) annuelle)
Guadeloupe: Ferralitique 27.4°C 1.69 mm/j 328 m
Station de friable (oxysol)
Neufchateau
Martinique: Argileux 27.73 °C 1.67 mmlj 23m
CAEC (ferrisol)
La  réunion: Argilo- 24.61°C 2.29 mm/j 156 m
Station Bassin limoneux(brun
Plat andique)

Les hybrides étudiés appartiennent a Musa Accuminata. Trois hybrides du CIRAD
(CIRAD 931, CIRAD 938 et CIRAD 925) et la variété du groupe Cavendish 902 ont
été plantés selon un dispositif en blocs aléatoires complets répété sur les trois sites. Les
parcelles sont entourées d’une bordure constituée de 902 (‘Cavendish’). En
Guadeloupe, 6 répétitions de chaque variété ont été disposées aléatoirement dans 6
blocs (36 pants /variété). En Martinique, sont présentes 5 répétitions par variété dans 6
blocs (30 plants /variété). A La Réunion, chaque variété est répétée 8 fois au sein de 5
blocs (40 plants/variété) La variété du groupe Cavendish 902 est utilisée en témoin.

Acorbat Revista de Tecnologia y Ciencia, 2024, 1(1): 4 24



Revista de

' Tecnologia y Ciencia >
Internacional ’ Crossref

Evaluation du rendement et de I’incidence de la cercosporiose noire

Pour chaque plante, les caractéres liés aux composantes du rendement ou
I’incidence de la cercosporiose noire ont ét¢ mesurées au cours d’un cycle de
production. Les critéres mesurés sont les suivants: le nombre de doigts et la durée
d’évolution totale de la cercosporiose. Pour ce qui est de la sensibilité a la cercosporiose
noire, durant toute la croissance du bananier des notations réguliéres sont effectuées
jusqu’a la floraison. A La Réunion pour chaque variété 4 bananiers ont été suivis par
bloc, en Guadeloupe et Martinique 3. Ces bananiers ont été sélectionnés au stade de
rejet selon les critéres suivant: plus de sept feuilles vertes et dans 1’alignement du rang
sans risque de chute du pied-meére sur le rejet. Pour chaque individu, la plus jeune
feuille émise présentant au moins dix nécroses de stade six est notée (PJFN). A partir
de ces relevés, ainsi que du nombre de feuilles total lors de la notation (feuilles au
moins en partie verte = NFT), I’indice de feuilles non nécrosées est calculé (IFNN)
comme suit: IFNN=(PJFN-1)/NFTx100. Dans le but d’étudier plus précisément le
comportement des variétés face aux cercosporioses la durée d’évolution totale (cycle
infectieux, DET-N) est calculée selon la formule suivante: DET_N=PJFN/REFx7 ou
le REF est le rythme d’émission foliaire. Le DET-N correspond au nombre de jours
jusqu’a production d’ascospores.

Analyse statistique

L’interaction Génotype x Environnement a été plus spécifiquement étudi¢e a
I’aide d’un modele d’analyse : Additive Main-effects and Multiplicative Interaction
(AMMI) (Gauch el al., 2013). Afin de simplifier I’interprétation, des indices calculés a
partir des résultats du modele AMMI ont été utilisés comme I’AMMI Stability Value
(ASV)( Purchase 2000). Des scores ASV plus petits indiquent un génotype plus stable
a travers les environnements. A partir du rang de leur ASV, et de leur moyenne entre
tous les environnements, les génotypes peuvent étre classés a ’aide du Genotype
Selection Index (GSI). Le GSI permet donc de voir quels génotypes possedent le
meilleur compromis entre performance et stabilité (Farshadfar, 2008). Les analyses ont
été effectués a I’aide du logiciel R. 4.1.2, en particulier via les packages « ammistability
» et « metan » .
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le nombre de doigts est une composante du rendement. Le nombre de doigts varie
fortement entre les environnements. Ce résultat est cohérent avec une étude d’Ortiz en
1998. En effet, des différences entre des variétés diploides, triploides et tétraploides
avaient été constatées entre trois stations de I'IITA, pour certaines caractéristiques
comme le nombre de feuilles, la hauteur, poids de régime et le nombre de mains par
régime. Plus récemment, dans un article sur la variation des caracteres et la diversité
génétique d’une population d'entrainement a la sélection génomique, chez le bananier
(Nyine, 2017), la significativité de cette interaction a de nouveau été mise en évidence
par une analyse de variance.

D’aprés les valeurs d’ASV issues du modele AMMI la variété CIRAD 925 est la
plus homéostase pour ce critere, alors que la CIRAD 931 est la plus plastique (Figure
1). En revanche, stabilité et « performance » sont antagonistes. La CIRAD 931 est
sensible & I’environnement, mais malgré cette plasticité elle reste la variété avec le
nombre le plus élevé de doigts dans tous les environnements, ¢’est son écart aux autres
variétés qui varie. Inversement, la CIRAD 925 est tres homéostase mais elle est en
3eme position en termes de nombre moyen de doigts (152), avec presque 100 doigts de
moins que la CIRAD 931 (244). La variété CIRAD 925 possede donc le meilleur
compromis performance / stabilité (4 = le plus faible) et la CIRAD 938 le moins bon

(6).
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Figure 1. Nombre de doigts A. Valeurs d’ASV et GSI par genotype B. Normes de
réaction C. Biplot du modéle AMMI
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Le DET-N permet d’étudier plus précisément le comportement des variétés face a la
cercosporiose puisqu’il correspond a la durée en jour pour atteindre le stade nécrose.
L’interaction GXE de ce caractere est significative et forte. Néanmoins le classement des
variétés reste le méme quel que soit le site (Figure 2B). En comparaison avec la variété
Cavendish témoin sensible, les 3 hybrides du CIRAD montrent une moindre sensibilité. En
effet, Le cycle infectieux complet du champignon est plus long chez les hybrides que chez
Cavendish (Figure 2A, Figure 2B, Figure 2C). D’apres les ASV la variété la plus stable est la
938 et la moins stable la Cavendish (Figure 2A). La variété CIRAD 931 semble posséder la
résistance partielle la plus importante avec une durée d’évolution totale de la maladie de 111
jours. La variété CIRAD 931 posséde donc le meilleur compromis performance / stabilité (3 =
le plus faible) et la Cavendish le moins bon (8).
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Figure 2. Durée d’évolution totale de la cercosporiose noire A. Valeurs d’ASV et GSI
par genotype B. Normes de réaction C. Biplot du modele AMMI

Comme l'indice GSI représente a la fois la productivité et la stabilité, nous avons
décide de comparer I'indice GSI du nombre de doigts et la sensibilité a la cercosporiose
(mesurée par le DET-N) pour chaque variété. Ainsi, les CIRAD 925 et CIRAD 931 ont
un bon compromis performance / stabilité pour le nombre de doigt et la cercosporiose
a une faible incidence sur eux (Figure 3). Le modele AMMI a également été utilisé
pour analyser la stabilité de 11 génotypes de Coffea arabica (2 lignées pures et 9
nouveaux hybrides F1) entre 4 environnements (Marie et al., 2020). Lors de cette étude,

27



@ Acorbat Revista de
Tecnologia y Ciencia =
Internacional ’Cl’OSSI‘Ef

une comparaison entre le GSI du rendement et 1’incidence de la rouille a été réalisée,
comme cela a été fait ici entre le GSI du nombre de doigts (composante du rendement)
et le DET-N. Dans leur étude en revanche, les génotypes avec une plus faible sensibilité
a la rouille n’étaient pas forcément ceux avec les GSI de rendement les plus faibles,
donc avec la valeur sélective la plus importante.

Genotype selection index (GSI) du nombre de doigts en fonction du DET-N

1004

Cavendish
® crpozs
® crepoa

CIRAD 938

DET-N

ag 4
20

4.0 45 5.0 55 6.0

GSl du nombre de doigts
Figure 3. Analyse croisée DET-N moyen X GSI du Nombre de doigts.

CONCLUSIONS

Cette étude a permis de mettre en évidence la forte variabilité des caracteres de
variétés de bananes dessert créées et sélectionnées en Guadeloupe, dans d’autres
environnements. Deux comportements différents des variétés vis-a-vis de la stabilité et
de leurs performances moyennes ont été relevés. Ainsi, certaines comme par exemple
la variéeté CIRAD 925 possédent des caractéristiques plutdt stables entre les
environnements, avec des performances moyennes. Inversement, d’autres variétés
comme la CIRAD 931 ont des phénotypes fortement variables entre les sites et sont
plutdt plastiques, mais sont trés performantes dans certains environnements.

Acorbat Revista de Tecnologia y Ciencia, 2024, 1(1): 4 28



Revista de

Tecnologia y Ciencia =
Internacional ’Crossref

REFERENCES

1.

2.

Avrias P, Dankers C, Liu P, Pilkauskas P (2003). The world banana economy. Food and Agriculture
Organization of the United Nations. Rome.

Buddenhagen, 1., 2009. Understanding strain diversity in Fusarium oxysporum f. Sp. cubense and
history of introduction of « tropical race 4 » to better manage banana production. Acta Horticulturae.
mai 2009. N° 828, pp. 193 204. DOI 10.17660/ActaHortic.2009.828.19.

FARSHADFAR, Ezatollah, 2008. Incorporation of AMMI Stability Value and Grain Yield in a Single
Non-Parametric Index (GSI) in Bread Wheat. 2008.

GAUCH JR., Hugh G., 2013. A Simple Protocol for AMMI Analysis of Yield Trials. Crop Science.
2013. Vol. 53, n° 5, pp. 1860 1869. DOI 10.2135/cropsci2013.04.0241.

JONES, D.R., 2009. Disease and pest constraints to banana production. Acta Horticulturae. mai 2009.
N° 828, pp. 21 36. DOI 10.17660/ActaHortic.2009.828.1.

Marie, Lison, Abdallah, Cécile, Campa, Claudine, Courtel, Philippe, Bordeaux, Mélanie, Navarini,
Luciano, Lonzarich, Valentina, Bosselmann, Aske Skovmand, Turreira-Garcia, Nerea, Alpizar,
Edgardo, Georget, Frédéric, Breitler, Jean-Christophe, Etienne, Hervé et Bertrand, Benoit, 2020. G x E
interactions on yield and quality in Coffea arabica: new F1 hybrids outperform American cultivars.
Euphytica. 20 avril 2020. Vol. 216, n° 5, pp. 78. DOI 10.1007/s10681-020-02608-8.

Ortiz, 1998. Genotype-by-Environment Interaction and Testing Environments for Plantain and Banana
(Musa spp. L.) Breeding in West Africa. 1998.

Purchase, J. L., Hatting, Hesta et Van Deventer, C. S., 2000. Genotype x environment interaction of
winter wheat (Triticum aestivum L.) in South Africa: 1l. Stability analysis of yield performance. South
African Journal of Plant and Soil. 1 janvier 2000. Vol. 17, n° 3, pp. 101 107. DOI
10.1080/02571862.2000.10634878.

Voora, Larrea et Bermudez, 2020. Global Market Report: Bananas. 2020..

Acorbat Revista de Tecnologia y Ciencia, 2024, 1(1): 4 29



Internacional

Revista de
Tecnologia y Ciencia

; Crossref

Seleccidon temprana de la resistencia a marchitez por Fusarium raza
1 en mutantes del cultivar ‘Zanzibar’ (Grupo AAB, Musa spp.)

Barbarita Companioni-Gonzalez"; Armando Rodriguez-Garcia'; José de La Caridad Ventura-Martin?; José
C. Lorenzo-Feijoo®; Nayanci Portal-Gonzalez*; Ramon Santos-Bermudez*; Rémulo Garcia-Velasco®

tUniversidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México; 2Instituto Nacional de Investigaciones en
Viandas Tropicales, Santo Domingo, Villa Clara, Cuba; 3Centro de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila Méximo Gémez
Béez, Ciego de Avila, Cuba; “Universidad Técnica "Luis Vargas Torres" de Esmeraldas, San Mateo, Esmeraldas, Ecuador;
SUniversidad Auténoma del Estado de México, Centro Universitario Tenancingo, Tenancingo, Estado de México, México.

*Autor de
Correspondencia:
Barbarita Companioni-
Gonzélez
bcompanioni2007 @gmail.c
om

Contribucién:
Cientifica

Seccion:
Recursos Genéticos y
Mejoramiento

Recibido:

15 Diciembre, 2023
Aceptado:

15 Enero, 2024
Publicado:

16 Abril, 2024

Cita:

Companioni-Gonzalez B,
Rodriguez-Garcia A, Ventura-
Martin JdelaC, Lorenzo-Feijoo
JC, Portal-Gonzalez N, Santos-
Bermudez R, Garcia-Velasco
R. 2024. Seleccién temprana de
la resistencia a marchitez por
Fusarium raza 1 en mutantes
del cultivar ‘Zanzibar’ (Grupo
aab, Musa spp.). Acorbat
Revista de Tecnologia y
Ciencia 1(1): 5
https://doi.org/10.62498/ARTC
.2405

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.

Palabras clave: biotecnologia, enfermedad, filtrado del hongo, Genética.

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.

Keywords: biotechnology, disease, culture filtrate Genetic.
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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).

Acorbat Revista de Tecnologia y Ciencia, 2024, 1(1): 5 32



\corbat Revista de

ool Tecnologia y Ciencia ; Crossref

S

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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ABSTRACT

One of the main methodologies for banana improvement is the crossing between commercial
varieties and improved diploids, seeking new genotypes that produce fruits with characteristics
already accepted by the consumer market and resistant to the main pests and diseases.
However, the vast majority of commercial varieties are triploid with a high degree of
infertility, making it difficult to generate new genotypes. Thus, the frequency of formation of
complete banana seeds pollinated at different times of the year and environmental conditions
was evaluated. It was observed that the highest frequency of seeds was obtained in
meteorological autumn and in mid-season environmental conditions, however, the explanatory
mechanism is still uncertain.

Keywords: Pome Subgroup, plant breeding, crosses, Genetic.

RESUMEN

Una de las principales metodologias para el mejoramiento del banano es el cruce entre
variedades comerciales y diploides mejoradas, buscando nuevas variedades con caracteristicas
ya aceptadas por el mercado consumidor y resistentes a las plagas y enfermedades. Sin
embargo, la gran mayoria de las variedades comerciales son triploides con un alto grado de
infertilidad, dificultando la generacion de nuevos genotipos. Asi, se evalud la frecuencia de
formacién de semillas completas de banana con polinizacién en diferentes épocas del afio y
condiciones ambientales. Se observé que la mayor frecuencia de semillas se obtuvo en otofio
meteoroldgico y en condiciones ambientales de media estacién, sin embargo, el mecanismo
explicativo aun es incierto.

Palabras Clave: Subgrupo Prata, fitomejoramiento, cruces, Genética.
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INTRODUCTION

Banana is one of the most economically and socially important plants in the world,
with world trade being restricted, basically, to the Cavendish subgroup, and Brazilian
trade to the Pome and Cavendish subgroups (Lichtemberg e Lichtemberg, 2011; Voora
et al. 2020). These two subgroups are formed by triploid varieties, all genetically very
similar in each subgroup, since the main methodology for generating new varieties in
these two subgroups is the selection of spontaneous mutants (Scherer et al. 2023).
Varieties of the Pome subgroup and the Cavendish subgroup are susceptible to diseases
of the Sigatoka complex and Panama disease (in this case, the Cavendish subgroup
only to race 4) (Beltrame et al. 2023), requiring that research institutions solve these
problems. In this way, research institutions around the world have been seeking to
create new varieties that have commercial importance (domestic or international) and
resistance to the main phytosanitary problems. In this sense, hybridization between
commercial varieties and improved diploids is one of the main methodologies used,
since it allows combining commercial characteristics with other characteristics of
interest (Perrier et al. 2011). However, the vast majority of commercial banana varieties
are triploid and have a high degree of sterility, which makes it difficult to generate
seeds and, consequently, new hybrid varieties (Heslop-Harrison and Schwarzacher,
2007). Thus, the present work aimed to evaluate whether there are
temporal/environmental characteristics that provide better conditions for the generation
of banana seeds in southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was carried out at the Itajai Experimental Station of the
Agricultural Research Company of Santa Catarina State (Epagri), Brazil, located at
coordinates 26°57'08.9”S and 48°45'38.9”W, with a humid subtropical climate (Cfa in
the Koppen classification) and average annual rainfall of 1,770mm.

A monthly pollination experiment was carried out from October 2019 to
September 2021, with crossings taking place in the morning. Regarding the number of
pollinated commercial genotypes: 248 variety plants were from the Pome subgroup
(‘Prata And’, ‘SCS453 Noninha’ and ‘SCS454 Carvoeira’), with an average of 7.29
plants per month; and 238 plants of varieties from the Cavendish subgroup (‘Grande
Naine’ and ‘Nanicdo’), with an average of 7.0 plants per month. As for the male
parents, 16 genotypes were randomly used from a collection of improved diploids,
which is maintained at Epagri.
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Plants with recently opened bunches (on average, 2.37 open hands) were chosen
to start the first day of pollination in each month, which continued in the following
days as the plants emitted new hands, with all hands of the chosen bunches being
pollinated. Each plant was pollinated with just one male parent. The pollinated bunches
were harvested at the harvest point and climatized. When ripe, the fruits were opened
to look for seeds manually. For every seed obtained, embryo rescue was carried out
and the number of complete seeds (seeds that contained endosperm and embryo) were
counted.

Regarding data analysis, it was verified whether temporal conditions (month, year
and season) and climatic conditions [Temperature (°C), Humidity (%), precipitation
(mm) and radiation (Wm?)] influenced the frequency of complete seeds obtained. In
the case of environmental conditions, the values used were the morning averages of the
period of pollination days in each month, and the data were obtained directly from the
Center for Environmental Information and Hydrometeorology (Epagri/Ciram). Factor
comparisons were made using the chi-square test, considering 95% reliability.

RESULTS AND DISCUSSION

At the end of the three years of evaluation, 54 complete seeds were obtained from
crosses between varieties of the Pome subgroup and improved diploids and no seeds
from crosses between varieties of the Cavendish subgroup and improved diploids.
Therefore, statistical analyzes were carried out only on data obtained from crosses
between varieties of the Pome subgroup and improved diploids.

Regarding the chi-square tests, when the variable number of seed-forming plants
was analyzed, the results were not significant neither when the treatments analyzed
were the months in each year, nor when the treatments were each month (sum of the
three years for each month) (Figure 1A and 1B). However, when the variable analyzed
was the number of seeds in relation to the number of pollinated plants, the test indicated
significant differences both when the treatments were the months in each year, and
when the treatments were each month, however, without providing very relevant
information, just that the highest values normally belonged to mid-season months
(Figure 1C and 1D). These results provide an isolated ranking of treatments, without
bringing any generalist trend, in this way, the months were grouped in the
meteorological seasons of the southern Brazilian region, being: summer=December,
January and February; Autumn=March, April and May; Winter= June, July and
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August; and Spring= September, October and November. The observed results showed
that the frequency of obtaining seeds in the meteorological autumn was higher than in
other seasons, which did not differ from each other (Figure 1E).
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Figure 1. Number of seed-forming plants or seeds per pollinated plant in different times of the
year. A) Number of seed-forming plants between October 2019 and September 2022; B)
Number of seed-forming plants in each month (sum of three years for each month); C) Number
of seeds per pollinated plant between October 2019 and September 2022; D) Number of seeds
per pollinated plant in each month (sum of three years for each month); E) Number of seeds
per pollinated plant in the different meteorological seasons of the year between October 2019
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and September 2022. Means in columns followed by different letters differed by chi-square
test (95% reliability).

In relation to environmental variables, the number of seeds formed was related
to four temperature ranges, 13 to 16°C, 17 to 20°C, 21 to 24°C and 25 to 28°C, with the
highest frequency of seeds being generated in the medium temperature range from 17
to 20°C and the other ranges did not differ from each other (Figure 2A). Regarding
radiation, the ranges evaluated were: 100 to 199; 200 to 299; 300 to 399; 400 to 499;
500 to 599 and 600 to 699 Wm2, with the highest frequencies of seeds generated
occurring in the ranges of 300 to 399 Wm? and 200 to 299 Wm?, with the remaining
ranges showing no differences between them, but the range of 200 to 299 Wm?, despite
not differing from the range with the highest seed frequency, also did not differ from
the ranges with lower frequencies (Figure 2B). Regarding rainfall, in addition to the
absence of rain (0 mm), ranges between 0.01 and 0.19, 0.2 and 0.39 and greater than
0.4 mm were evaluated, with no differences between treatments (Figure 2C). Similarly,
the humidity variation also did not present significant differences, with the ranges
studied being: 75 to 79.9%, 80 to 84.9%, 85 to 89.9% and 90 to 94.9% relative humidity
(Figure 2D).

The range of average temperatures of 17 to 20°C and intermediate radiation
values (in the ranges of 300 to 399 Wm? and 200 to 299 Wm?) correspond to mid-
season conditions (Spring and Autumn) in the southern region of Brazil, however,
according to the results obtained, only the autumn meteorological season showed a
greater formation of complete seeds, with spring not differing from summer and winter.
This may be related to the nutritional conditions of the plants, since, according to
Guimardes et al., (2023), in the subtropical region of the study, from September to
December, plants are deficient in some nutrients (Ca, Zn, Cu and B) even though they
are available in the soil. Precisely elements such as Ca and B that in other studies show
to be closely linked to plant fecundity (Zhang et al. 2019; Muengkaew et al. 2016).

In this sense, Waniale et al. (2021) found that the highest frequency of seed
formation within each cultivar was observed in more developed bunches, which is
linked to plant nutrition. On the other hand, Waniale et al. (2021), found that seed
frequency was observed in the hottest and driest months, which differs from the results
obtained in this work. This may be related to the specific conditions of each location
where the studies took place and/or to a genotype dependence of the Musa spp. in
relation to fecundity, since the varieties used in the two studies are different.
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Figure 2. Number of seeds per pollinated plant in relation to different environmental factors. A) Different
ranges of average temperature (°C) during the pollination period; B) Different ranges of average relative
humidity (%) during the pollination period; C) Different ranges of rainfall (mm) during the pollination
period; D) Different radiation bands (Wm?) during the pollination period. Means in columns followed by
different letters differed by chi-square test (95% reliability).

CONCLUSIONS

Based on the results, we can observe that the frequency of complete seed
formation in bananas fluctuates throughout the year and that pollination during
meteorological autumn was the best time to obtain a higher frequency of complete
seeds in the state of Santa Catarina, subtropical region of Brazil. However, it is not
possible to say which mechanism(s) explain this seasonality; that is, whether it is due
to some meteorological condition(s), or to plant nutrition (which in the subtropics, can
also be linked to the meteorological condition), or both or other interactions with more
factors. The difficulty in making any statement related to environmental conditions is
due to the fact that the data used in this work are the morning averages of pollination
periods, since in this experiment the day and time at which each hand was pollinated
were not recorded. Therefore, it is suggested that future studies that wish to explore
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such information consider the environmental characteristics of the moment of
pollination of each hand in order to advance knowledge related to the reproductive
biology of the banana tree, in particular, the optimum conditions for banana pollination.
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RESUMEN

La productividad del cultivo de banano en Uraba, Colombia, ha disminuido en los ultimos
afios, atribuible a la degradacion de los suelos. En este estudio, se evaltio el comportamiento
espacial de las propiedades del suelo con el propdsito de optimizar la rentabilidad del cultivo
haciendo uso de la agricultura de precision, basados en los datos obtenidos por Cenibanano.
Se analiz6 la acidez, textura y resistencia a la penetracion del suelo, encontrando en gran parte
de la region niveles de acidez inadecuados producto de préacticas agronémicas. La textura varia
en funcion de los afluentes naturales. La resistencia a la penetracion aumenta con la
profundidad y se relaciona con el manejo agronémico.

Palabras clave: agricultura de precision, Musa spp., productividad, comportamiento espacial,
Nutricion.

ABSTRACT

The productivity of banana cultivation in Uraba, Colombia, has decreased in recent years,
attributable to soil degradation. This study assessed the spatial behavior of soil properties with
the aim of optimizing crop profitability through precision agriculture, based on data obtained
from Cenibanano. Soil acidity, texture, and penetration resistance were analyzed, revealing
inadequate acidity levels in much of the region due to agronomic practices. Texture varies
according to natural water sources. Penetration resistance increases with depth and is related
to agronomic management.

Keywords: precision agriculture, Musa spp., productivity, spatial behavior, Nutrition.
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INTRODUCCION

El banano (Musa spp.) es una de las frutas mas comercializadas y consumidas en
fresco a nivel mundial, donde Colombia ocupa el cuarto lugar los principales paises
exportadores de banano en Latinoamérica; siendo Uraba la principal zona productora
con 33.902 ha sembradas (Asociacion de bananeros de Colombia [Augura], 2023). Sin
embargo, durante los ultimos afios se ha observado una disminucién en la
productividad a causa de problematicas fitosanitarias, fendmenos climaticos y
degradacion del recurso suelo. Ademas, el aumento de la poblacion a nivel mundial
obliga al uso excesivo de recursos y una alta demanda de alimentos, lo que hace
necesario optimizar la produccion. Es aqui donde toma relevancia la agricultura de
precision (AP), la cual, a partir de mediciones y bases de datos, implementa tecnologias
y analiza informacion permitiendo tomar decisiones de forma eficiente, mitigar el
impacto ambiental y reducir costos de produccion, generando aumento en la
rentabilidad y productividad de los cultivos (Rambauth, 2021).

La acidez, la textura y la resistencia mecanica a la penetracion son propiedades
fisicoquimicas del suelo que tienen gran influencia sobre la productividad. La acidez
del suelo se evaltia mediante el pH, propiedad quimica que influye sobre otras variables
como disponibilidad de nutrientes y actividad microbiana, siendo esta crucial en la
toma de decisiones sobre los procesos de fertilizacidn en los predios. La textura tiene
gran importancia en el desarrollo del cultivo debido a la influencia que ejerce sobre la
porosidad, infiltracién, retencién de humedad, entre otras; es una variable necesaria
para el disefio y correcto funcionamiento de sistemas de riegos y drenajes. Asimismo,
la resistencia a la penetracion es un indicador de la compactacion del suelo, que al igual
que la textura influencia propiedades como la porosidad, estructura, infiltracion vy,
ademas juega un papel crucial en el desarrollo radical del cultivo, debido a la
impedancia mecénica (Columbi y Keller, 2019).

Por lo anterior, el Centro de Investigaciones del Banano (Cenibanano) ofrece
servicios integrados de salud del suelo mediante la evaluacion y analisis de estas tres
variables. A partir de lo cual se obtienen mapas de variabilidad espacial y se realizan
recomendaciones que le permiten a los agricultores la gestion y ejecuciéon de
actividades de manejo diferenciadas con el objetivo de obtener una mayor
productividad y eficiencia de los recursos, que conlleve a una mayor competitividad
del sector bananero colombiano (Centro de investigaciones del banano [Cenibanano],
2023; Perez et al., 2022).
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Para el presente trabajo se recopilaron los datos del servicio de salud del suelo
desde el afio 2020 hasta 2022, a partir de los cuales se realizd un analisis espacial de
propiedades fisicoquimicas de los suelos bananeros de Urab4, Colombia. Con el fin de
determinar su comportamiento espacial y optimizar la toma de decisiones que permitan
mejorar la rentabilidad del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

El anélisis de suelos se realiz6 en el eje bananero de la zona de Uraba ubicado en
la zona noroccidental del departamento de Antioquia, Colombia. Este esta conformado
por los municipios de Chigorodo, Carepa, Apartadd y Turbo, los cuales cuentan con
una temperatura media historica de 27,5°C y una humedad relativa de 83%. Sin
embargo, estos difieren en la precipitacion media anual en donde la zona norte
conformada por el municipio de Turbo presenta un valor de 2.654 mm, la zona sur
conformada por Chigorodd de 3.611 mm y la zona centro compuesta por Carepa y
Apartad6 presenta valores de 3.301 mm y 2.720 mm respectivamente.

Desde 2020 Cenibanano ofrece el servicio de salud del suelo que consiste en la
evaluacion de la acidez, textura y resistencia mecanica a la penetracion del suelo y a
partir de estas variables se generan mapas de variabilidad espacial y recomendaciones
de manejo por lote en los predios. Para la ejecucion del servicio se elabora una malla
de muestreo rigida a tres (3) muestras por hectarea, la cual se tomaa 50 cm de la unidad
productiva. La resistencia a la penetracion se evalla con un penetrologger digital marca
Eijkelkamp, el pH se determina mediante el método potenciométrico en una relacion
suelo:agua de 1:1 (p:p) y la textura por el método del hidrometro (Bouyoucos)
(Jaramillo, 2014).

Con los resultados obtenidos, se genera una base de datos y mediante el software
QGIS se realizan las interpolaciones correspondientes a cada una de las variables,
posteriormente se reclasifican y se analizan en funcion de su aptitud para el cultivo de
banano, asignando colores verdes, amarillos y rojos, los cuales hacen referencia a
condiciones adecuadas, regulares y malas, respectivamente (Cenibanano, 2023). Para
finalizar, en el software ArcGIS se disefian los mapas de variabilidad espacial y manejo
de cada uno de los parametros.

Para el analisis espacial de los suelos del eje bananero se recopilaron los mapas
de las variables textura y acidez de los predios evaluados desde el afio 2020 al 2022,
estos fueron unificados para detectar tendencias en su distribucion espacial a lo largo
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de la zona de estudio. Para la variable resistencia a la penetracion, ademas, se elaboro
una base de datos en la que se relacionaron el valor méximo obtenido en los estratos de
0a30,30a60y 60 a80cm de profundidad, esta fue analizada estadisticamente en el
software R 4.3.0 aplicando una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y un analisis
post-hoc de Dunn con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Acidez del suelo

El 51,6 % del &rea evaluada presenta condiciones de pH limitantes para el
desarrollo del cultivo de banano, representadas por las categorias extremadamente
acido (< 5.0), fuertemente acido (5.0 - 5.5) y neutro (6.5 - 7.5). Los procesos de
acidificacion de suelos son generados de forma natural por la precipitacion de la zona,
adicionalmente, se genera un proceso de acidificacion por causas antropicas debido a
la aplicacion de fertilizantes (Li et al., 2021). La distribucion porcentual del area se
muestra en el Cuadro 1.

De acuerdo con Meng et al. (2019) altas precipitaciones ocasionan mayor lavado
de bases del suelo, lo que intensifica los procesos de acidificacion, sin embargo, como
se visualiza en la Figura 1.A, la distribucién espacial del pH en el eje bananero no
responde a esta condicion, posiblemente, porque son suelos que han sido de uso
agricola intensivo durante un largo periodo de tiempo, haciendo que esta variable no
se comporte de forma natural, sino que se vea influenciada por el manejo agronémico
de cada predio.

Cuadro 1. Distribucidon porcentual de pH en area de predios caracterizados mediante el
servicio de Cenibanano en Uraba, 2020-2022.

Rango Clasificacion Area (ha) Distribucion (%)

1.870 14,0

50-5.5 Fuertemente Acido 4.796 36,0
55-6.0 | Moderadamente Acido 4.654 34,9
6.0 - 6.5 Ligeramente Acido 1.798 13,5
6.5-7.5 Neutro 219 1,6
— 0 0,0

Total 100,0
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Figura 1. Distribucion espacial de pH (A) y textura (B) en fincas caracterizadas mediante
el servicio de Cenibanano en Urabé, 2020-2022.

Textura

El 67.3 % del area en estudio presenta texturas medias (Francas), las cuales,
debido a su composicién fisica y granulométrica, indican una buena aireacion e
infiltracion del agua en el suelo, texturas adecuadas para la agricultura del cultivo
de banano (Martinez-Herrera et al., 2016). Por otro lado, en el 32.5% del area
evaluada se observan texturas limitantes debido a la cohesion de sus particulas, en
donde se pueden dar menores tasas de infiltracion y mayor retencion de humedad,
situaciones que ocasionan afectaciones en el sistema radical del cultivo y al final se
traduce en disminucién de la productividad. La distribucién porcentual del area se
muestra en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Distribucion porcentual de textura en area de Fincas caracterizadas mediante el
servicio de Cenibanano en Urab4, 2020-2022.

S Area |Distribucién S Area |Distribucién
Clasificacion Clasificacion

(ha) (%) (ha) (%)
DG 1726 | 151 | AA Arcillo arenosa 5 0,0
FA Franco Arenosa 123 1,1 AF Arenosa Franca 0 0,0
FAr Franco Arcillosa 5.316 46,5 288 2,5
FArA | Franco Arcillo Arenosa 323 2,8 117 1,0
FArL | Franco Arcillo limosa 210 1,8 3311 29,0
FL Franco limosa 3 0,0 0 0,0

En el analisis de textura se observa mayores contenidos de particulas finas
hacia la zona occidental del eje bananero en cercanias del golfo de Uraba, donde
confluyen los rios y cuerpos hidricos de la zona. Esto se puede explicar desde los
procesos de sedimentacion y arrastre de particulas que se depositan en estas areas
(Figura 1.B).

Resistencia a la penetracion

En el estrato de 0 a 30 cm el 49,9 % del area bajo observacion se clasifica
desde moderadamente firme hasta muy firmes, condiciones en la que se presentan
limitantes para el dptimo desarrollo del cultivo, debido a la impedancia mecénica
del suelo hacia las raices. Para el caso del estrato 30 - 60 cm, el 87,2 % del area
presenta clasificaciones limitantes para el cultivo. Finalmente, en el estrato inferior
(60 — 80 cm) el 89,2 % del area presenta caracteristicas restrictivas. La distribucion
porcentual del area se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Distribucion porcentual de resistencia a la penetracion en el area evaluada
mediante el servicio de Cenibanano en Urab4, 2020-2022.

e s Distribucion (%)
Rango Clasificacién
0-30cm | 30-60 cm | 60-80 cm

<1.0 Muy Friable 15,4 2,0 1,3

1.0-1.2 Friable 34,6 10,8 9,5
1.2-1.5 |Moderadamente Firme 36,9 38,6 32,7
12,7 47,7 55,5

0,3 0,9 0,9

0,0 0,0 0,0

Extremadamente 0,0 0,0 0,0
Total 100,0 100,0 100,0

Estos estratos de evaluacion estan en funcion de las herramientas para
descompactacion que se usan en la zona. En el estrato superficial (0 — 30 cm) la
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herramienta manual, subsolado y renovacion con maquinaria tienen influencia, para
el caso del estrato de 30 a 60 cm, las herramientas manuales ya no tienen alcance.
Finalmente, en el estato inferior (60 — 80 cm) solo se ve efecto de maquinaria de
renovacion. En la Figura 2 se visualiza que existe una tendencia de incremento de
la resistencia a la penetracion con el aumento de la profundidad y esto esta
fuertemente ligado al tipo de manejo que se realiza en cada una de las fincas, donde
principalmente se hace descompactacion superficial con herramientas manuales.

Rpen (MPa)

30 - 60
Profundidad (cm)

Figura 2. Distribucion espacial de resistencia a la penetracion en los estratos de A: 0-30
cm, B: 30-60 cm y C: 60-80 cm de profundidad en fincas caracterizadas mediante el servicio
de Cenibanano en Urabda, 2020-2022. D. Resistencia a la penetracion en funcién de la
profundidad del suelo. Letras diferentes denotan diferencias estadisticas significativas.
Dunn test (p<0.05).

La tendencia al aumento de la resistencia a la penetracién a medida que se
profundiza en el perfil de suelo presenta diferencias significativas (p-value<0.05).
Lo que puede ser atribuible al dep6sito y acumulacion iluvial de materiales finos en
los estratos superficiales y al manejo que se realiza en los predios.

CONCLUSIONES

La variabilidad espacial de la acidez del suelo no presenta una tendencia clara
y aunque ésta es afectada por diversos factores tanto bi6ticos como abidticos, en
este caso estan mayormente influenciados por las actividades propias del manejo
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agronémico de las fincas tales como la aplicacion de enmiendas, fertilizacion,
aplicacion de materia organica, entre otras. Situacion similar a lo encontrado con la
resistencia a la penetracion en el estrato superficial, puesto que es el més accesible
y econdémico de intervenir, siendo una de las razones por las que se presenta una
tendencia al aumento de la resistencia a la penetracion a lo largo del perfil. Por el
contrario, la textura presenta una distribucion influenciada por los cauces de los
afluentes naturales de Uraba, observando un aumento en la acumulacion de arcillas
de oriente a occidente, guiado por las desembocaduras de los afluentes hacia el golfo
de Uraba.

Se considera este documento como insumo importante en el area evaluada
para el ajuste de los programas en manejo agrondmico en cuanto a toma de acciones
preventivas y correctivas en pro del aumento de la productividad.
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RESUMEN

El muestreo total del sistema radicular se vuelve operativamente inviable y costoso, pero
mediante el muestreo representativo se puede lograr. Se tomaron porciones de suelo y raiz de
0.01m?3 en tres zonas alrededor de las unidades productivas, en plantas en diferenciacion con
hijo en yemas y plantas en floracion con hijo en F10. También se evaluaron variaciones en
diferentes estados fenolégicos para determinar posibles tendencias del crecimiento. Se
tomaron unidades sincronizadas y desincronizadas para comparar. Se encontr6 que los
muestreos laterales son mas representativos, ademas no existen diferencias entre plantas en
diferenciacion o floracion en el lateral, pero en las unidades se observa un desarrollo
progresivo desde yema a cosecha.

Palabras Clave: Fenologia vegetal, necrosis, nematodo, sincronizacion, nutricion.

ABSTRACT

Total sampling of the root system becomes operationally unfeasible and costly, but
representative sampling can be achieved. Soil and root portions of 0.01m3 were taken in three
zones around the production units, in plants in differentiation with son in bud and plants in
flowering with son in F10. Variations in different phenological stages were also evaluated to
determine possible growth trends. Synchronized and desynchronized units were taken for
comparison. It was found that the lateral samples are more representative, and there are no
differences between plants in differentiation or flowering in the lateral, but in the units a
progressive development from bud to harvest is observed.

Keywords: Plant phenology, necrosis, nematode, synchronization, nutrition.

Copyright: © 2024 por los autores. Licencia Acorbat Internacional. Este articulo es de acceso libre y distribuido bajo Ios52

términos de Acorbat Internacional


https://doi.org/10.62498/ARTC.2408
https://doi.org/10.62498/ARTC.2408

Revista de

Internacional Tecnologiay Ciencia ’ Crossref

INTRODUCCION

Para realizar seguimiento de afectaciones sobre la raiz, se han evaluado diversas
metodologias, pero solo las que consisten en la extraccion de porciones de suelo han
representado las caracteristicas reales de las raices de la unidad productiva (Blomme et
al., 2003), esta metodologia se ha usado en muchos paises para determinar no solo la
abundancia y funcionalidad de las raices, sino también para determinar la sanidad
asociada a la presencia de nematodos fitoparéasitos (Castillo-Russi et al., 2010; Araya
y Vargas, 2018; German et al., 2019; Chavez et al., 2021). Vargas y Araya (2018)
registran las diferencias al momento del muestreo de raices, respecto al sitio de
muestreo en plantas en floracién, y recientemente Avellan-Vasquez et al. (2003)
demostraron que las caracteristicas de distribucion de las raices van a variar a medida
que la fenologia del cultivo cambia.

Actualmente en Colombia no existe un analisis sobre los aspectos de relevancia a
la hora de realizar muestreos de raices en el cultivo de banano, por ello, se realizo este
estudio con el objetivo de esclarecer las diferencias que existen entre los diferentes
sitios y estados fenoldgicos donde se podrian desarrollar los muestreos de raices y
nematodos, para cada una de las variedades de banano que actualmente se siembran
con fines de exportacion en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

El muestreo de raices se llevé a cabo en el Campo Experimental y Demostrativo
ubicado en Carepa — Colombia, comprendié el muestreo de porciones de suelo con
raices de 0.01 m®, tomadas en la zona frontal, lateral y atras, para la comparacion entre
sitios de muestreo; en dos fases fenoldgicas de la madre, floracion y diferenciacion
(Figura 1A); en los cuatro clones de mayor importancia en las zonas productoras (Gran
Enano, Williams, Giant Cavendish y Valery). Para la construccién de la curva de
desarrollo radicular se muestrearon unidades productivas en ocho estados de desarrollo
progresivos, desde madre en diferenciacion e hijo en yema, hasta madre préxima a
cosecha e hijo en F10+9 hojas emitidas (Figura 1B). También se muestrearon en el
lateral unidades en sincronizacion y desincronizacion, en siete replicas durante el afio
2021, para evaluar la influencia de esta condicion sobre el desarrollo.

Sobre las raices recolectadas se realizaron andlisis de abundancia, funcionalidad,
necrosis, mediante la metodologia propuesta por (Moens et al., 2001), y extraccion y
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