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RESUMEN

La enfermedad denominada Sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella
fijiensis, afecta gran parte de la plantacion de platano y banano en Colombia; la zona
bananera de Uraba (Apartadé — Antioquia) ha sido uno de los contextos agricolas que
mas la ha padecido. El nuevo avance tecnolégico incorporado en la produccion agricola
en particular la biotecnologia permite establecer causas, efectos, consecuencias vy,
controles de la enfermedad. Las diversas herramientas biotecnolégicas empleadas en
este campo de las ciencias agricolas han permitido a lo largo de sus avances y
practicas rigurosas el mejoramiento de las especies y control de la enfermedad.
Conocer cuéles son las herramientas biotecnolégicas aplicables en el cultivo de
(platano y banano) permitird evaluar y establecer procesos preventivos y de control

mejorando asi, la produccién y calidad de la fruta.



ABSTRACT

The disease called black Sigatoka, caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis,
affects much of the plantation of plantains and bananas in Colombia; the banana region
of Uraba (Apartad6 - Antioquia) has been one of the agricultural contexts that suffered it
more. The new technological advance incorporated into agricultural production in
particular biotechnology allows to establish causes, effects, consequences, and control
of disease. Various biotechnological tools employed in the field of agricultural sciences
have allowed along its advances and rigorous practices improvement of species and
disease control. Know what are the applicable biotech tools in farming (plantains and
bananas) will allow to evaluate and establish preventive and control, enhancing

production and fruit quality processes.
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INTRODUCCION

El género musa de platano y banano en Colombia, se cultiva en un area de 48.325
ha en banano (Augura, 2013) lo cual representa Us$803.3 millones de dolares; en
platano hay una existencia de 330.000 ha, (ICA, 2013) representando Us$53.4 millones

de doélares.

La enfermedad conocida como la Sigatoka negra es causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis, sin medidas de control la Sigatoka Negra puede reducir hasta
en un 50 % el peso del racimo y causar pérdidas del 100 % de la produccién debido al

deterioro en la calidad.

Esta enfermedad fue identificada en 1963 en las islas Fiji del Pacifico Sur (Augura,
2011). En Colombia el hongo Mycosphaerella fijiensis se registr6 por primera vez en
1981 en la zona bananera de Uraba (Apartadé — Antioquia) de donde se diseminé al
resto del pais; este hongo ataca y, en casos extremos, causa la pérdida de las hojas lo
qgue afecta la calidad de la fruta, la produccion, el rendimiento y aumenta los costos del
cultivo por constantes aplicaciones de fungicida donde se gastan 20 millones de dolares
anuales para controlar la enfermedad sigatoka negra, actividad que contamina la fruta,

el medio ambiente y los trabajadores (Arango, 2003).

En Colombia el banano constituye el tercer producto de exportacion después del
café y las flores. La produccion nacional en banano y platano es de millones de
toneladas anuales distribuido de la siguiente manera: 96.1 millones de caja /afio en

banano y 4.8 millones de caja/afio en platano (Augura, 2013). En la regién de Urab4, la
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actividad economica gira en torno al banano que cuenta con 35.425ha y en Santa Marta

con 12.900ha (Augura 2013).

Dado que el banano y el platano en Colombia vienen presentando poca
competitividad en los mercados internacionales por la disminucion de produccién por
hectarea, deterioro de la fruta por la Sigatoka negra como es el numero de hojas de la
planta, el largo y ancho de la fruta al momento de cosechar y la disminucion del area
sembrada. Es de gran importancia conocer nuevas alternativas biotecnolégicas que
aplicadas a estos cultivos de banano y platano puedan mejorar la produccién y calidad
de la fruta; restableciéndose asi, el cultivo en la region de Urabd y del pais. Igualmente
es necesario conocer cuéles serian las posibles herramientas biotecnologicas a aplicar

en estos cultivos para la prevencién y control de la enfermedad Sigatoka negra.

Este trabajo de investigacion monografico se justifica porque permite conocer los
problemas fitosanitarios del banano y del platano, cultivos que vienen experimentando
reducida competitividad en los mercados por descenso en la produccion por hectarea y
el deterioro de la fruta por la enfermedad de la sigatoka negra, entre otros. El area
sembrada de cultivo de platano y banano ha disminuido dadas las exigencias del
mercado internacional, como es el nimero de hojas al momento de la cosecha, el largo
y ancho del fruto, entre otros.

Otras consideraciones de gran importancia que permitiran alcanzarse a través de la
realizacion de esta monografia es el de conocer las técnicas y/o herramientas
biotecnoldgicas empleadas para controlar el hongo M.fijiensis; como también, describir
y analizar los resultados de las herramientas biotecnolégicas empleadas para controlar

el hongo Mycosphaerella fijiensis causante de la Sigatoka negra en platano y banano.
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CAPITULO |

GENERALIDADES

1. Descripcion geografica:

La region de Uraba esta ubicada en el noroeste del departamento de Antioquia.
Algunos de los municipios que hacen parte de ella como (Chigorodo, Carepa, Apartado
y Turbo). Presenta las siguientes caracteristicas climatolégicas: Bosque humedo
tropical y bosque humedo pluvial montano (bh-T) y (bmh-pM). Ver tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas climatolégicas de la zona de Uraba

Ubicacion geografica Grados
Latitud norte 7°40° 00" -8° 05" 50”
longitud occidente 2037 297- 2° 37 537
precipitacion 2000 - 4000 mm
Temperatura promedio 28°C
Nivel del mar 27 msnm

Fuente: (Medina y Diaz, 2010; Vazquez, et al, 2010).

2. El cultivo del Banano y el Platano: Generalidades (Musa spp).

Las partes importantes de las plantas de platano y banano son: el estema radicular,
el cormo con los hijuelos, el pseudo-tallo con el sistema foliar y la inflorescencia. Son
plantas herbacea de 3,5 a 7,5mts de altura; las hojas se desarrollan en forma espiral y
tienen de 2 a 4mts de largo y 50cm de ancho, peciolo de 1mt o mas; limbo alargado

eliptico; el tallo es un rizoma verde, las flores son amarillas, desiguales con 6
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estambres, siendo uno estéril, gineceo con 3 pistilos y conforman una inflorescencia. Su
fruto es alargado y en su crecimiento segun el peso, hace que el pedunculo se doble
(INFOAGRO, s/f). Estas plantas: platano y banano se desarrollan en regiones

tropicales y subtropicales.

A nivel mundial el &rea de cultivo de banano es de 4. 923.584ha y 5.358.917ha
de platano (http://faostat.fao.org, consultada el 20 de Julio de 2011) (Citado en
Rodriguez, 2011). En Colombia en el afio 2013 se cultivaron 48.325 hectareas de
banano para exportacion (Augura, 2013) de platano se cultivaron 330.000 hectareas
para exportacion (Augura, 2013). Colombia ocupa el Tercer lugar a nivel mundial en
cuanto a exportacion de banano y el primero en la producciéon del platano de
exportacion; lo que refleja la importancia de estos cultivos en la economia y la
alimentacion (http://faostat.fao.org, consultada el 20 de Julio de 2011) (Citado en

Rodriguez, 2011).

Considerando la alta produccion de cultivos de platano y banano a nivel mundial y
los constantes problemas que han venido presentando estas especies, es necesario
para que exista una buena rentabilidad en cuanto a la produccion y exportacion de la
fruta establecer controles fitosanitarios. En Colombia por ejemplo llevar a cabo el
manejo y control de la enfermedad Sigatoka negra equivale gastar entre Us$700-900
ha/afo, lo que representa el 46% del valor global de agroquimicos y cerca del 14% del

costo en la produccion de la fruta (Salazar, Patifio y Bustamante, 2006).
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La poca cantidad de productos quimicos comercializados para controlar la
enfermedad Sigatoka negra, hace que sea costoso Yy estos a su vez incrementa

alrededor del 30-40% de los costos de produccion (Perea, 2003).

3. Mycosphaerella fijiensis

Este hongo fue identificado en 1963 en la Isla Fiji en el pacifico sur, aunque se cree
se propagd desde 1972 en Taiwan (Rodriguez, 2011). En 40 afos el patdégeno ha
logrado extenderse a la mayoria de regiones productoras de platano y banano en todo
el mundo, inclusive adaptarse a climas frios. El hongo tiene un desarrollo ideal a
temperatura de 25 a 28 °c, la incubacion dura 17 dias para Banano y 29 dias para
Platano (Merchan, 1998).

Este hongo pertenece a la clase Ascomycetae, es haploide, heniotréfico y bipolar,
con sistema de apareamiento heterotdlico, es la forma  sexual. En cambio
Pseudocercospora fijiensis es el la forma asexual, parte del ciclo de vida del hongo que
se relaciona directamente con la sigatoka (Rodriguez, 2011).

La forma sexual la forman los peritecios, espermagonios y ascosporas, los cuales
son encontrados en la etapa inicial de los sintomas, estado 2 y 3. Los permagonios y
ascosporas son la fuente principal de inéculo se pueden encontrar concentraciones muy
altas en las plantas. La liberacion de las ascosporas pueden ocurrir 49 dias después de
la infeccion en el banano y 64 dias después de la infeccion en platano (Merchan, 1998).

Las ascosporas se encuentran tanto en el haz como en el envés de la hoja, la cual
penetra por los estomas. Al presentarse las estrias alrededor de las 2 0 3 semanas se

inicia la infeccion con ascosporas y pueden permanecer 21 semana después de la
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muerte de la hoja e infectar las hojas mas jévenes de la planta (Rodriguez, 2011,

Merchan, 1998).

El estado asexual o vegetativo, esta compuesto por conidios o conidioforos los
cuales forman estrias que aparecen como los primeros sintomas de la enfermedad. La
produccion de conidioforos es mayor en los estadios 3 0 4 y cuando hay alta
pluviosidad. Los primeros conidioforos aparecen sobre lesiones estriadas a los 28 dias
en el banano y a los 34 dias en el platano y se presentan por los estomas de manera
individual o grupal (Merchan, 1998). Un conidioforo forma cuatro conidios maduros,

observandose en el estado 2 de la enfermedad (Rodriguez, 2011).

El hongo Mycosphaerella fijiensis, se disemina por 3 vias: 1. Material vegetal
infectado (hojas enfermas, retofios infectados); 2. Dispersion de ascosporas (durante la
reproduccion sexual); 3. Dispersién de conidias (producida en la reproduccién asexual
(Carlier, 2004). Las conidias se propagan a cortas distancias en la misma planta o en

plantas vecinas; las ascosporas pueden recorrer con el viento cientos de kildmetros.

La estructura de M. fijiensis, fue examinada a escala mundial empleando
marcadores moleculares (Carlier, 2004). Este estudio permiti6 observar que un alto
nivel de diversidad genética como (M. fijiensis, M. fijiensis var. difformis y M. musicola)
se ha mantenido tanto a nivel de cultivo como de planta. La estructura de la poblacién
del hongo refleja la historia de la dispersion del M. fijiensis, confirmando que el sudeste

de Asia es donde se origind la enfermedad y en los paises de América latina y el Caribe
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(tales como: Honduras, Costa Rica y Colombia), se presentd una posterior
diversificacion. Dentro del mismo estudio se realizan las estimaciones de la distancias
de dispersion de las ascosporas empleandose enfoques directos e indirectos. Se
observdé que la distancia de dispersion de las ascosporas en ambos métodos fue
cercano a los 30m por debajo de los 300km (Carlier, 2004); Lo que indica que
plantaciones que estén por encima de los 30m de distancia no pueden ser infectadas
por las ascosporas, cuando la poblacion se ha aislado por un periodo de 4 semanas; La
dispersién ocurre principalmente entre plantas vecinas. Ver tabla 2.

Tabla 2. Origen y numeros de aislamientos de Mycospharella spp evaluados en cultivo

de bananos y platanos establecidos en diferentes Regiones de Colombia.

Lugar de recoleccion Numero de Plantas Cultivar
aislamientos

Chocé (Quibdé, Tadd y 6 Platano Dominico
Managrucito)
Magdalena (Santa Marta) S Banano Gran Enano
Antioquia (Urab4 antioquefio) S Banano Gran Enano
Llanos Orientales 4 Platano Dominico
Tolima 1 Platano Hart6n
Total 21

Fuente: Perea y colaboradores (2003).

La investigacion de Arango durante el 2003, sobre el diagnéstico y caracterizacion
molecular del aislamiento del hongo Mycosphaerella sp. utilizando capas provenientes
de diferentes plantaciones de banano y platano del pais (Colombia), con el objeto de
estudiar el comportamiento del mismo en algunas regiones; permitié observar en estos

aislamientos, polimorfismos del mismo origen geografico como el de Uraba y El Chocé,
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concluyendo que el hongo probablemente fue llevado del Uraba al Chocd en los
residuos de cosecha como: las hojas y semillas. En cuanto a las cepas provenientes de
los Llanos Orientales fueron muy diferentes a las anteriores, lo cual confirma la
diversidad genética del patdgeno y la diseminacion de la enfermedad Sigatoka negra

en Colombia.

3.1. Caracteristicas biolégicas del hongo Mycosphaerella fijiensis en Sigatoka negra

Presenta conidiéforos y conidios; los conidiéforos se presentan en la etapa (2-3) de
la enfermedad; con las primeras rayas en la parte inferior de la hoja, emergen
individualmente o en pequefios grupos (2-6) sin esporodoquios y estromas; son rectos o
geniculados con un color palido o ligeramente marron con (0-5) septos a veces
ramificados, con cicatrices en la espora ligeramente engrosados. Los conidios son
cilindricos, ovalados, rectos o curvos de hialinos a olivaceos, muy palidos, con
numerosos septos de (1-10) con hilo basal distinto entre 30 (Pérez, 2006; Rodriguez
2011). Estas caracteristicas morfologicas se tienen en cuenta para identificar el hongo,
al igual que la metodologia de amplificacién de fragmentos de ADN por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Godoy, Polanco y Venegas, 2007), son

indicadores que identifican y caracterizan el hongo.

El hongo es haploide y se reproduce sexual y asexualmente (Perea vy
colaboradores, 2005), causa la enfermedad de la Sigatoka negra en las Musaceas,
presentando epidemia en algunos lugares donde se produce. Los sintomas de la
enfermedad son variables de acuerdo a la variedad cultivada y el medio ambiente en

que se desarrolla. Lo complicado de aislar el hongo y producir monosporicos puros
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hace que el diagnostico preciso de la enfermedad en algunos casos sea complicado

(Godoy, Polanco y Venegas, 2007).

3.2. Estudios citolégicos del hongo Mycosphaerella fijiensis.

Los estudios citologicos afirman que el hongo Mycosphaerella fijiensis es un
parasito biotréfico en los primeros estadios colonizando espacios intercelulares,
después de la introduccion del hongo en las hojas, las hifas crecen entre las células por
lo cual se vuelven necréticas. Lepoivre et al, (2002) (Citado en Rodriguez y Cayon,

2010).

El hongo es clasificado como hemibi6trofo, tiene tubos germinativos; penetra por las
estomas e invade los espacios intercelulares entre las células del mesofilo antes de

generar las primeras alteraciones citologicas de tejido (Rodriguez y Cayon, 2010).

Dado que la enfermedad sigatoka negra ataca la hoja en la cual se producen
procesos fisioldgicos tan importantes como la fotosintesis, transpiracion, intercambio de
gases, respiracion, etc., cuando el hongo se presenta en las hojas, se ven afectado
estos procesos debido a que al aumentar la severidad de la enfermedad la taza de
transpiracion disminuye al igual que la fotosintesis (Rodriguez y Cayon, 2010) y
causando la desorganizacion del protoplasma y la muerte celular (Kramer y Duke,

1989) (Citados en Rodriguez y Cayon, 2010).

Los cultivos de platano y banano son atacados por un sinnUmero de virus,
hongos y bacterias; otros factores que ayudan a la diseminacion de la enfermedad
Sigatoka negra son la poca aplicacion de los controles culturales y los altos costos de

los productos quimicos que no han dado los resultados esperados por el
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desconocimiento del hongo, la variedad y por la genética del patogeno al igual que el

periodo de vida del cultivo (Pineda y colaboradores, 2002).

4. Sintomas de la enfermedad causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis.

La Sigatoka Negra es una enfermedad que se relaciona con 3 patdgenos:
Mycosphaerella musicola que causa la Sigatoka amarilla; Mycosphaerella fijiensis, que
causa la raya negra y Mycosphaerella fijiensis var difforme, causante de la Sigatoka
negra. Los dos ultimos patégenos son considerados como uno por provocar sintomas
similares. El hongo Mycosphaerella eumusae, que origina la mancha foliar del banano
(Rodriguez, 2011). Que predomine la especie M. fijiensis o M. musicola depende de la
temperatura. La Sigatoka amarilla es observada normalmente a temperaturas bajas.
Algunos investigadores encontraron que el crecimiento del tubo germinativo de las
conidias a los 17°C es mas rapido; a diferencia de la Sigatoka negra, donde el

crecimiento del conidio fue mas rapido a temperaturas mas altas (Marin, et al, 2003).

28/06/2012

Figura 1: Cultivo de platano afectado por Figura2: Planta con racimo afectada
la Sigatoka negra por la Sigatoka negra

Los primeros sintomas de la enfermedad Sigatoka negra fueron observados en

centro América en Honduras en 1972. En Colombia la enfermedad se presentd por
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primera vez en 1981 en la zona bananera de Uraba (Apartadd-Antioquia),
extendiéndose desde alli a todo el pais (Arango, et al, 2003). La Sigatoka negra y

amarilla afecta el 30% del total de las 450000 ha sembrada en platano y banano.

La Sigatoka negra a diferencia de la amarilla se ha diseminando en un alto
porcentaje por las regiones productoras de banano y platano ocasionando baja
produccion, frutas pequefias, baja calidad y madurez prematura en las frutas destinadas

a la exportacion.

En la Sigatoka el ciclo asexual (conidio) y ciclo sexual (ascospora), intervienen en la
dispersién. Las conidias forman estrias que aparecen en el primer estadio de manchas;
son abundantes en épocas de alta humedad y cuando hay peliculas de agua sobre las
hojas (Marin, 2003; Rodriguez, 2011); infecta a corta distancia entre las hojas de la
misma planta, de madre a hijos y plantas cercanas. Las ascosporas infectan

principalmente a distancias mas largas.

26/06/2012

Figura 3: Cultivo de musa con presencia del hongo M. fijiensis
La enfermedad comienza con lineas muy pequefias color carmelita rojizo en el

envés de la hoja, al desarrollarse las lineas se tornan grandes, oscuras y llegan al haz.
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Posteriormente, la zona oscura de halo amarillo que cubre los tejidos muertos se unen
ocasionando la muerte de la hoja (Crane, Belardi y Maguire, sin fecha). En las hojas
enfermas las ascosporas viven 20 semanas y al caer al suelo (3-8) semanas (Perea y

colaboradores, 2005).

Las fases de desarrollo de los sintomas de la enfermedad son seis. (Marin, 2003;

Rodriguez, 2011).

Fase 1: Manchas cafés pequefias de 0.25mm de diametro, aparecen en el envés de la

hoja.

Fase 2: las manchas se vuelven raya de 1 mm de ancho por 2 mm de largo.

Fase 3: los rayos se vuelven mas largos, oscuros en el envés y visibles en la superficie

superior como rayas amarillas.

Fase 4: sobre la superficie superior, las rayas cafés oscuras aparecen rodeadas por

una zona amarillenta palida, se observa café en el envés y negro en el haz.

Fase 5: los centros negros de las manchas comienzan a destruirse mientras el tejido

gue los rodea forma una aureola amarilla con el centro semihundido.

Fase 6: los centros de las manchas se secan formando una mancha gris rodeada por
un anillo negro bien definido y un halo amarillo brillante (Merchan 1998; Rodriguez,

2011).
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Fases de la enfermedad Sigatoka negra

Figura 4. Figura 5.

Etapa 1: Manchas cafes Etapa 2: Manchas elongadas

Figura 6 Figura 7

Etapa 5 formacion de aureola amarilla  Etapa 6 anillo negro bien definido
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El tiempo que transcurre entre la infeccion y la aparicion de los sintomas varia segun

las condiciones ambientales y la susceptibilidad de la planta (Marin, 2003).

5. Medidas de control de la enfermedad

El ICA en el afio 2007 en sus resultados del proyecto de investigacion sobre el
manejo integrado de la Sigatoka negra en el platano y banano para aumentar la calidad
y la produccion en América latina y el Caribe, concluye que se debe estudiar con mucho

mas rigor la biologia, epidemiologia y manejo del hongo (Arango, et al 2003).

En la zona de Urab4, los controles que se realizan para contrarrestar y o controlar la
enfermedad Sigatoka negra en platano y banano, se basan en el reconocimiento
prematuro de los sintomas realizando practicas culturales como: deshoje, despunte y
cirugia. (Medina y Diaz, 2010). Otras actividades realizadas son control de maleza,
canales de drenaje, ciclos de nutricion, control quimico, terrestre y aéreo y en banano

se emplean plantas mejoradas por meristemos.

5.1. Control cultural

Las labores que se llevan a cabo para el control de la enfermedad Sigatoka negra
ayudan a la reduccion de los niveles del in6culo, al disminuir las condiciones propicias
para el desarrollo de la enfermedad (Marin, 2003). Estas practicas de saneamiento y
depuracion contrarrestan los niveles de infeccién. En el caso de la Sigatoka se emplea
la cirugia que es una practica que consiste en extraer el tejido esporulado de la hoja
cuando alcanza la madurez; esta practica se mejora cuando al tejido extraido de la hoja
gue se encuentra en el suelo se le aplica urea y otros procedimientos para acelerar la

descomposicion del tejido y reducir la densidad del inoculo (Marin, 2003).
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Otra practica cultural es el deshoje: que consiste en eliminar la hoja que se
encuentra afectada por el hongo y que fisiologicamente no cumple con ninguna funcion;
el deshoje es una alternativa de manejo en la zona de Uraba, lo que coincide con lo
realizado en Tully (Australia), donde se logro erradicar la enfermedad por medio de esta

practica (Ploetz, 2004).

Los sistemas de drenaje eficientes ayudan a eliminar el agua rapidamente, lo que
reduce la humedad relativa. Todas estas practicas deben ir acompafadas de un buen
control de maleza y buena fertilizaciéon (Marin, 2003). Ademas, se deben emplear
medidas cuarentenarias para evitar la dispersion de ascospora y material vegetal

infectado (Carlier, 2004).

5.2. Control quimico

En Banano y Platano el empleo de control quimico como alternativa para controlar
la enfermedad Sigatoka negra es eficaz, pero hay que resaltar su alto costo para los
pequefios productores. América Latina y América Central invierten alrededor de 350
millones de ddlares en control del hongo y de dicho valor de invertido, Colombia Gasta
alrededor de 30 millones de délares afio Realizando en promedio de 20 a 30 ciclos de
aplicacién de controles quimicos (Pelaez, et al, 2006). Debido a la resistencia que ha
desarrollado el hongo M. fijiensis, el grupo de quimicos para su control cada vez es mas
reducido y en el caso de fruta para exportacion hay restricciones para su uso (Ploetz,
2004). Ademas del deterioro ambiental y de la salud humana por el empleo

indiscriminado de productos quimicos.
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Para controlar la Sigatoka negra se alternan fungicidas protectante (Mancozeb o
clorotalonil) y sistémicos (benzimidazoles, triazol, morfolina) y strobilurin (Qols),
aplicados en aceite 0 en emulsion de agua. El aceite retrasa el desarrollo de la infeccion
en las etapas iniciales y al combinarse con algunos productos sistémicos mejora la
penetracion del fungicida en la hoja (Marin, 2003). El fungicida protectante debe ser
depositado en la superficie de la hoja antes de la infeccion donde actua inhibiendo la

germinacion de las esporas y la penetracion del patégeno en la hoja.

La efectividad de la aplicacion del fungicida protector depende de que tanto cubra la
parte inferior de la hoja porque es ahi donde empiezan la mayoria de las infecciones.

(Marin, 2003).

Los fungicidas registrados para controlar la Sigatoka son: triazolez (propiconazoles),
strobilurin ~ (azoxixtrobina y trifloxistrobina), Pyrimethanil  (Anilinopyrimidine),
espiroxamina (spiroketalamine), Acibenzolar-Smetilico (Marin, 2003). De acuerdo con
varias investigaciones los fungicidas que mas se han utilizado son los sistémicos por su
forma de accion: Bencimidazol, Triazoles, Strobirulines, Morfolinas. (Pelaez, et al

2006; Rodriguez, 2011; Cuellar, et al, 2011)
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Figura 8 Figura 9

Preparacion de mezcla fungicida, para  Aplicacion terrestre de control quimico
El control de la Sigatoka Negra, Uraba  Sigatoka Negra. Municipio de Chigorodé

Investigaciones realizadas por Peldez, et al en el 2006. Utilizaron el método de
dilucion en microplasto para medir la sensibilidad del hongo M. fijiensis a los fungicidas
Propiconazol (Tilt 25 EC) Benomilo (Benlate) y Azoxistrobina (Bankit) utilizados en el
cultivo del platano y banano. El estudio demostré que el método de dilucién en
microplasto permite evaluar el crecimiento del hongo M. fijiensis ademas, los fungicidas
Benomil, Propiconazol y Azoxistrobina empleados en los cultivos antes mencionados,
tienen buena inhibicion en el crecimiento del hongo dependiendo de la dosis adecuada
del fungicida, lo que concuerda con otros estudios realizados; sin embargo, esta
investigacién no precisa el estado de la resistencia de las poblaciones del hongo M.
fijiensis obtenido en las diferentes regiones del pais, Colombia (Santa Marta, Tomate,

Uraba, y otros).
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5.3. Control Biologico

Generalmente el control biolégico de la Sigatoka negra es complicado por la
naturaleza poli-ciclica de la enfermedad, la presencia de plantas de todas las edades y
la resistencia del hongo (Marin, et al, 2003). Sin embargo el interés en conservar el
medio ambiente al igual que la resistencia del hongo a los controles quimicos ha llevado
a la basqueda de otras alternativas de control biolégico. Las bacterias son el principal
mecanismo de control biolégico empleado para controlar la Sigatoka negra; las
bacterias con mejores resultados en el control de la enfermedad Sigatoka son de la
especie Bacillus sp, que posee mayor potencial para colonizar la superficie foliar y
formar estructuras de resistencia que ayudan a sobrevivir a condiciones ambientales
adversas. También son de gran interés las enzimas Quitinaza y Gluconazas (Marin,

2003) porque debilitan la pared celular del hongo (Vasquez y colaboradores2010).

6. RESISTENCIA VEGETAL

6.1. Interaccién planta patégeno

La capacidad que tiene un patdgeno para provocar enfermedad a una planta
hospedera es medida de acuerdo a la respuesta de la planta. Si la infeccion llega a la
planta desarrollandose la enfermedad, la planta es susceptible al patdgeno; siendo la
interaccién compatible. Cuando las plantas son capaces de reducir la multiplicaciéon o
movimiento del patdgeno del sitio inicial de la infeccion son resistentes y la interaccién

incompatible (Rodriguez, 2011).
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La resistencia se produce por la interaccion genética entre genes de resistencia de
la planta y genes de avirulencia del patdgeno. La falta de uno de estos dos genes en la
planta o patégeno es determinante para que la interaccion sea de resistencia o de
susceptibilidad. Los genotipos de platano son mas resistentes que los de banano al
poseer el genoma B (Balbisiana — Platano) y genoma A (Acuminata — Bananos),
(Belalcazar et al, 1991). Las plantas que poseen genoma B, hace que esta sea mas
resistente a la enfermedad; las plantas con genoma A, son mas virulentas es decir,

menos resistentes a la enfermedad.

Teniendo en cuenta la resistencia las plantas pueden clasificarse en varios niveles:
altamente resistentes, parcialmente resistente, susceptible y muy susceptible
dependiendo de la velocidad y extension de la respuesta de defensa. Si todos los
individuos de una especie de planta son resistentes a todos los individuos de una
especie de patdégeno, hay resistencia al hospedante. Ciertas variedades de plantas se
caracterizan por dar respuestas rapidas de hipersensibilidad al reconocer al patégeno,
lo cual evita la colonizacién del microorganismo y por ende el desarrollo de la
enfermedad, estas plantas se conocen como inmunes. En los genotipos de plantas
donde la enfermedad tiene bajo desarrollo hay resistencia parcial al compararlas con

las plantas susceptibles.

6.2. Resistencia basal inducida por MAMPs, DAMPs o PAMPs

La resistencia basal puede ser inducida por los MAMPs, DAMPs, o PAMPs
(Patrones Moleculares Asociados al Patdégeno) son componentes indispensables de

toda clase de patdogeno. Los DAMPs, MAMPs y PAMPs son identificados por proteinas
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receptoras que existen sobre la superficie de la membrana celular de la planta al
producirse la estimulacion de los receptores por los DAMPs, MAMPs y PAMPs se
induce resistencia inmune basal activa. Los receptores también intervienen en el
reconocimiento intracelular de moléculas avirulentas del patdgeno donde actian
proteinas efectoras donde la respuesta es la muerte celular programada del patégeno

(Rodriguez, 2011).

6.3. Resistencia sistémica

Al relacionarse microorganismos patogénicos y no patogénicos se activan diferentes
mecanismos de defensa en diversas partes de las plantas distintas al lugar de
reconocimiento los mecanismos de la defensa de la planta mas conocidos son
Resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR). SAR
puede ser activada por infeccion local, molecular o quimicas, provocando una
resistencia sistémica a largo plazo para futuros ataques del patégeno; la respuesta se
relaciona con la actividad del gen (PR) y necesita la intervencion del &cido salicilico
(SA). ISR, se produce como resultado de la colonizacion de raices por ciertas bacterias
no patogénicas de la rizosfera, requiere del acido jasmonico (JA) y del etileno en la ruta

de sefializacion (Rodriguez, 2011).

6.4. Interaccion Musa Sp — Mycosphaerella fijiensis

La susceptibilidad de los clones de platanos y banano a la enfermedad Sigatoka
negra varia ampliamente. El genoma M Balbisiana tiene cierta tolerancia en algunos
cultivares de tipo ABB; pero a la vez induce alta cantidad de almidones en la fruta lo

gue baja la calidad de la fruta para su consumo fresco.
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Teniendo en cuenta los parametros que miden el nivel de la enfermedad y
resistencia de los diferentes cultivares de Musa, se han clasificado en diversas
categorias: Altamente resistente (HR) los sintomas de la enfermedad se presentan en
etapas tempranas, no hay esporulacion del hongo destacdndose la Variedad Yagambi

km5 cuyo (genoma AAA) y Calcutta 4 con genoma (AA).

Parcialmente resistente (PR): la enfermedad se desarrolla en forma lenta y al
momento de producir la fruta hay buena cantidad de hojas. Ejemplo: la variedad

Fougamou con (genoma ABB).

Susceptible (s): la enfermedad se desarrolla rapidamente en la planta hay necrosa
miento de hojas; pocas hojas funcionales al momento de la cosecha, dentro de estas se

encuentra la variedad Bocadillo, genoma (AA).

Muy susceptible (Vs): la planta muestra desarrollo rapido de la enfermedad y muy
pocas hojas funcionales al momento de la cosecha, resaltan los clones Cavendish

(variedad gran enano, William y Valery (Rodriguez, 2011). Observar tabla No 3
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Tabla No 3: Variedades de banano de referencia para evaluar su resistencia frente al

hongo Mycosphaerella fijiensis

Variedad Nivel de resistencia Identificacion
(ITC)
Yogambi km5 Altamente resistente ITC 1123
Calcutta 4 Altamente resistente ITC 0249
Pisang Lili Parcialmente resistente ITC 14000
Pisang Ceylan Parcialmente resistente ITC 1441
Pisang Berlin Susceptible ITC 0611
Grande Naine Susceptible ITC 1256

Fuente (Rodriguez, 2011).

La fundacion Hondurefia de investigacion agricola (FHIA) en colaboraciéon con
algunas instituciones internacionales como el Centro Internacional de Investigacion para
el Desarrollo (IDRC), crearon variedades tetraploides de platano y banano (llamadas
FHIA) con diferentes grados de resistencia a la Sigatoka; aunque la fruta no es

aceptada en los mercados internacionales por su sabor (Rodriguez, 2011).

La resistencia de Musa sp a M.fijiensis, se observa en el periodo de post infeccion
por medio de la activacibn de mecanismos como: la produccion de proteinas
relacionadas con el patégeno y las fitoalexinas que ocasionan pequefios cambios en la

estructura (Marin, et al, 2003).

Otras investigaciones llevadas a cabo por Moens, y colaboradores, (2002);

encontraron al realizar la evaluacion de la progenie de un cruzamiento entre Pisang
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Berlin y M. acuminata spp, burmannicoides “calcutta 4” que el proceso de mejoramiento
puede acelerarse si las caracteristicas deseadas como la resistencia son detectadas en

etapas tempranas

Leiva, (2006) en su investigacion sobre mejoramiento genético tradicional y el
empleo de técnicas biotecnoldgicas para la busqueda de resistencia frente a los
principales patdgenos fungicos de Musa sp, encontré6 que el cruzamiento genético
mediante técnicas de hibridacion es exitoso al igual que los resultados obtenidos en las

investigaciones realizadas por los centros de investigaciones FHIA e IITA.

La hibridacion en IITA se realiza con la produccion de hibridos tetraploides
producidos por cruzamiento de genotipos triploides con diploides. Los triploides aptos
fueron utilizados como parentales femeninos (Perea 1998) para originar nuevos
triploides fértiles y los diploides actian como parentales masculinos produciendo polen
haploide normal. Los parentales diploides aportaron genes de resistencia a la Sigatoka
negra, IITA, desarrollé hibridos resistentes por medio de la combinacién de
biotecnologia vegetal (cruzamiento inter especifico, manipulacién de la poliploidia,
cultivo in vitrio), métodos convencionales de mejoramiento y seleccion en campo. Entre
los hibridos resistentes a la Sigatoka negra en platano estan; TMpx584-4 oL x C4, TM p

548 — 9 oL x C4., TMpx582-4BT, entre otros (Leiva, 2006)

El centro Hondurefio de investigacion FHIA, emplea la resistencia de las especies
silvestres de Musa (Musa acominata sp. Burmannica, Musa acuminata sp, Malassensis)
cultivares diploides Pak (AA), pisan lilin (AA), y algunos diploides como; yangambi km5

(AAA), saba (ABB). Se destacan los hibridos FHIA 01, FHIA 02, FHIA 03, por su
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resistencia a M.fijiensis y Fusarium oxysporium (Leiva, 2006; Perea, 1998). Observar

tabla No 4 y tabla No 5

Tabla 4: Coleccion de aislamientos colombianos de Mycosphaerella fijensis

morelesegun su origen

Tabla 1. Coleccién de aislamientos colombianos de Mycosphaerella fijiensis Morelet segdn su origen.

Departamento Genotipo

No. Aislamiento Departamento p No. Aisla No. Aislamiento Departamento Genotipo
1 MAS 1-1 Antioquia Hartén 42  M™MCus 2-1 Cauca Hartén 84 MMV 3-1 Meta Hartén
2 MAS 1-2 Antioquia Hartén 43 MCuS 2-2 Cauca - Hartén 85 MMV 3-2 Meta Harton
3 MAS 1-3 Antioquia  Hartén - 44 MCuS 3-1 Cauca’ Hartén 86 MMV 4-1 Meta Harton
4 MAU 1-1 Antioquia Cavendish 45 MCusS 3-2 Cauca Harton 87 MMV 4-2 Meta Hartén
s MAU 1-2 Antioquia Cavendish 46 MCusS 4-1 Cauca G. Michel 88 MMV S5-1 Meta Topocho
(5 MAU 1-3 Antioquia Cavendish 47 MCusS 4-2 Cauca G. Michel 89 MMV 5-2 Meta Topocho
7 MAU 1-4 Antioquia Cavendish 48 MCus 5-1 Cauca Sedita [0 MMV 6-1 Meta G. Michel
8 MCP 1-1 Caldas Africa 49 MCus 5-2 Cauca Sedita o1 MMV 6-2 Meta G. Michel
9 MCP 1-2 Caldas Africa 50 MCusS 6-1 Cauca Hartén 92 MQA 1-1 Quindio D. Harton
10 MCP 1-3 Caldas Africa 51 MCus 6-2 Cauca Hartén 93 MQA 1-2 Quindio D. Hartén
11 MCP 2-1 Caldas D. Harton 53 MCuV 1-2 Cauca G. Michel 94 MQA 1-3 Quindio D. Harton
12 MCP 2-2 Caldas D. Hartéon 54  MCuV 2-1 Cauca Topocho 95 MQT 1-1 Quindio FHIA 17
13 MCP 2-3 Caldas D. Hartén 55 MCuV 2-2 Cauca Topocho 96 MQT 1-2 Quindio FHIA 17
14 MCP 2-4 Caldas D. Harton 56 MCuV 3-1 Cauca Hartén 97 MQT 1-3 Quindio FHIA 17
15 MCP 3-1 Caldas FHIA 20 57 MCuV 3-2 Cauca Hartén 98 MQM 1-1 Quindio Hartén
16 MCP 3-2 Caldas FHIA 20 58 MCoP 1-1 Cdordoba Hartén 99 MQM 1-2 Quindio Hartén
17 MCP 3-3 Caldas FHIA 20 59 MCoP 1-2 Cdérdoba Harton 100 MQM 1-3 Quindio Hartén
18 MCP 4-1 Caldas FHIA 21 60 MCoP 1-3 Cdrdoba Hartén 101 MQM 2-1 Quindio Guayabo
19 MCP 4-2 Caldas FHIA 21 61 MCoP 2-1 Cdrdoba Hartén 102 ™MQM 2-2 Quindio Guayabo
20 MCP 4-3 Caldas FHIA 21 62 MCoP 2-2 Cdrdoba Hartdn 103 ™MQM 2-3 Quindio Guayabo
21 MCP 5-1 Caldas FHIA 25 63 MCoP 2-3 Cdrdoba Hartén 104 MQQ 1-1 Quindio D. Hartén
22 MCP 5-2 Caldas FHIA 25 64 MCoP 3-1 Cdrdoba a 105 MQQ 1-2 Quindio D. Hartén
23 MCP 5-3 Caldas FHIA 25 65 MCoP 3-2 Cdérdoba a 106 MQQ 1-3 Quindio D. Hartén
249 MCqF 1-1 Caqueta G. Michél 66 MCoP 3-3 Cdrdoba a 107 MVC 1-1 Valle a
25 MCqF 1-2 Caqueta G. Michel 67 MCoP 4-1 Cdrdoba Topocho 108 MVC 1-2 Valle A
26 MCqF 1-3 Caqueta G. Michel 68 MCoP 4-2 Cdérdoba Topocho 109 MVC 2-1 Valle A
27 MCqF 2-1 Caqueta Guineo a9 MCoP 4-3 Cdrdoba Topocho 110 MVC 2-2 Valle A
28 MCqF 2-2 Caqueta Guineo 70 MHP 1-1 Huila H. Blanco 111 MVC 3-1 Valle A
29 MCqF 2-3 Caqueta Guineo 71 MHP 1-2 Huila H. Blanco 112 MVC 3-2 Vvalle A
30 MCqF 3-1 Caqueta Maqueiio 72 MHP 2-1 Huila G. Michel 113 MVP 1-1 valle ’ D. Harton
31 MCqF 3-2 Caqueta Maquefio 73 MHP 3-1 Huila Guineo 114 MVP 1-2 Valle D. Harton
32 MCqF 3-3 Caqueta Maqueiio 74 MHP 3-2 Huila Guineo 116 MVP 2-1 Valle Africa
33 MCqF 4-1 Caqueta Guayabo 75 MMS 1-1 Magdalena Cavendish 117 MVP 2-2 Valle Africa
34 MCqF 4-2 Caqueta Guayabo 76 MMS 1-2 Magdalena Cavendish 118 MVP 3-1 Valle Topocho
35 MCqF 4-3 Caqueta Guayabo 77 MMS 1-3 Magdalena Cavendish 119 MVP 3-2 Valle Topocho
36 MCuP 1-1 Cauca a 78 MMP 1-1 Meta Topocho 120 MVP 4-1 Valle G. Michel
37 MCuP 1-2 Cauca a 79 MMP 1-2 Meta Topocho 121 MVP 4-2 Valle G. Michel
38 MCuP 2-1 Cauca a 80 MMV 1-1 Meta G. Michel 122 MVR 1-1 Valle Sedita
39 MCuP 2-2 Cauca a 81 MMV 1-2 Meta G. Michel 123 MVR 1-2 Valle Sedita
40 MCuS 1-1 Cauca D. 500 82 MMV 2-1 Meta G. Michel 124 MVV 1-1 Valle a
41 MCus 1-2 Cauca D. 500 83 MMV 2-2 Meta G. Michel 125 MVV 1-2 Valle a

a: Datos faltantes; D. Hartén: Dominico Hartén; G. Michel: Gros Michel.

Tomado de: Cuellar, Alvarez y Castafio, (2011)
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Tabla No 5

Tabla . Reaccion de 19 genotipos;Mus’a sp[i fiante a cinco aislamientos de Mycosphaerelia fijiensis Morelet
de diferente virulencia y origen.

Genotipos de platano® Genotipos de banano**
F21 F20 TP MQ DM CBN GY HT CB AF F23 SD WC GN GMC GM GC GEC VC
Genoma AAAB AAAB ABB AAB AAB AAB AAB AAB AAB AAB AAAB AA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA

MQM2-1 R 1 R I S S S S S S 1 R S S S S S S S
MCP4-2 R R 5 1 I S I S S S I S S S S S S S
MCoP3-1 R R R R I S S S S S I R S S I S S S S
MMP1-1 R R R I S I S 1 S S R R 1 I S S S S S
MAU1-3 R R R R R R I I I ) R R I I S S _S R S
Reaccion

campo R 1t s R? S ¢ s & s 5

Reaccién: R: Resistente, I: Intermedio, S: Susceptible. Aislamientos: Virulencia en Dominico Hartén MQM2-1 (Baja virulencia), MCP4-2
y MCoP3-1(Media virulencia), MMP1-1y MAU1-3 (Alta virulencia). Genotipos de platano*: F21: FHIA 21, F20: FHIA 20, TP: Topacho,
MQ: Maquefio, DMH: D. Hartdn, DM: Dominico, CBN: Cubano Negro, GY: Guayabo, HT: Hartdn, CB: Cubano Blanco, AF: Africa. Genotipos
de banano**: F23: FHIA23, SD: Sedita, WC: Williams Cavendish GN: Guineo, GMC: Gross Michel Coco GM: Gross Michel, GC: Giant
Cavendish, GEC: Gran Enano Cavendish y VC: Valery Cavendish.

Reaccién campo: *: Torrado y Castafio, 2008; % Guzman y Castafio, 2009; : Aguirre y Castafio, 2005; % IDIAF, 2004.

Tomado de: Cuellar, Alvarez y Castafio (2011)

Los estudios realizados por Cuellar, Alvarez y Castafio (2011) para evaluar la
resistencia de los genotipos de platano y banano a distintos niveles de infeccion y
origen de la Sigatoka negra (M. fijiensis) donde se utilizaran aislamientos provenientes
de 10 departamentos de Colombia, se encontré que la enfermedad no se relacioné con
su origen geogréfico ni con el genotipo del cual se obtuvo el aislamiento. Se observo

ademas que un mismo genotipo en la zona tiene diferencias relacionadas con su

virulencia.

Los genotipos de platano y banano con mejores comportamientos frente al
desarrollo de la enfermedad fueron: Topocho, Maqueiio, FHIA 20 y FHIA 21 (Platano);
Sedita, FHIA 23 (Banano), considerandose todos resistentes a la enfermedad Sigatoka

ya que el proceso de infeccidn es bajo y la enfermedad es menos severa.
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En este estudio la enfermedad no se relaciond con su origen geografico con el
genotipo del cual se obtuvo, dada la agresividad de la enfermedad se pueden encontrar
aislamientos diferentes tanto en la planta como en el lugar. Estos resultados
contradicen lo reportado por Arango, et al, (2003) donde se encontro relacion entre los
aislamientos de Uraba y Choco lo que nos permite entender la dinamica poblacional y
pensar que probablemente el hongo de Uraba fue desplazado al Chocé ya sea con
material infectado como semilla, hojas, via acuatica, etc. Cuellar, Alvares y Castafio
(2011) ademas encontraron que el mismo genotipo en la zona tenia diferencia en
cuanto a virulencia; los genotipos de platano y banano se comportaron diferente frente

a cinco aislamientos que tenian distinta virulencia y origen.

Lo anterior permite determinar tres niveles de reaccién genotipica resistente,
intermedia, y susceptible sobresaliendo los genotipos Topocho, Maquefio, FHIA 20 y 21
(platano) y Sedita y FHIA 23 (Banano) por tener proceso lento y menos severo de la
enfermedad por lo que se pueden considerar resistentes a la cepa del hongo M.

fijiensis, es decir que pueden ser empleados en programas de mejoramiento.

En el cultivo de Musa sp ademas de las caracteristicas de alta resistencia no se
debe olvidar las cualidades comerciales del genotipo ya que esta es primordial al
momento de seleccionar una variedad e inclusive mas que la resistencia (Alvarez,

2010).

7. Fitomejoramiento en banano y platano

El banano y el platano son el resultado de la hibridacion natural entre diploides

silvestres de Musa acuminata (genoma A) y Musa balbisiona (genoma B).



39

La finalidad de la hibridacion o cruce genético es lograr variacion genética para que
el investigador pueda seleccionar la combinacibn de genes mas deseada. Los
fitomejoradores de banano y platano emplean con frecuencia cruzamientos de diploides
resistentes con triploides (susceptible) originando tetraploides que son evaluados
(Perea, 1998) con la finalidad de encontrar plantas resitentes a la enfermedad Sigatoka

Negra.

Stover y Budenhagen, 1986 (citados por Perea, 1998) plantearon utilizar cruces
entre diploides y posteriormente fueron tratados con colchicina y aumentaron el nimero
de cromosomas para lograr tetraploides; para lograr mas variabilidad se cruzan

tetraploides con diploides y luego se seleccionan los triploides.

En la fundacion Hondurefia de Investigaciones Agricola (FHIA) emplean tetraploides
obtenidos por cruces entre triploides y diploides mejorados. El éxito en la FHIA se basa
en el mejoramiento de nuevos diploides machos con caracteristicas agrondémicas

deseadas unidaa a la resistencia de enfermedades (Perea, 1998).

El Instituto IITA 1987 en Nigeria con su programa de mejoramiento, inicio la
evaluacion de la coleccion de platano AAB teniendo en cuenta las caracteristicas de
fertilidad de la hembra, encontrando Obino | “Ewai” y Bobby Tannap” los que cruzaron
con la variedad silvestre ‘calcuta 4’° (Musa acuminata ssp.burmannicoides) un diploide

silvestre (AA) resistente a la Sigatoka negra (Perea, 1998).

La variedad silvestre de banano ‘Calcutta 4’ (Musa acuminata ssp.burmannicoides

es resistente y estable contra el ataque de | hongo M. fijiensis por lo que es escogido



40

como germoplasma clave para el mejoramiento de variedades comerciales (Rodriguez,

2011).

El mejoramiento convencional utiliza la estrategia 3X/2X y 4x/2x, en la primera
pretende inventar hibridos tetraploides resistentes a las enfermedades y de buenas
caracteristicas agronémicas polinizando tripolides sensibles con diploides masculinos
fertiles y resistentes (Kodjo, Christophe y Escalant, 2004). Dos aspectos ocasionaron el
desarrollo de la estrategia: 1. La evidencia de una fertilidad femenina residual en varios
cultivares triploides. 2. El andlisis de la relacion de tretraploides en su descendencia. La

estrategia 3x/2x intenta mejorar las variedades existentes.

La estrategia 4x/2x origina hibridos triploides que se producen por cruces entre
diploide y tetraploide previamente adquiridos por duplicacion con colchicina de
antepasados diploides o hibridos diploide mejorados. Esta estrategia quiere crear

nuevas variedades mejoradas parecidas a las ancestrales escogidas.

Estas estrategias han permitido crear los hibridos FHIA 21, CRBP-39 Bita3 que son
resistentes a la sigatoka negra en los programas de mejoramiento (kodjo, Christophe y

Escalant, 2004).

En general el banano y el platano sembrados son triploides lo que brinda vigor a la
planta ademas de esterilidad que limita el mejoramiento de los bananos por medio de

cruzamiento kodjo, Christopher y Escalant ( 2004).
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CAPITULO Il

LA BIOTECNOLOGIA

La biotecnologia se concibe como una amplia area del conocimiento que combina
de manera innovadora la biologia y la ingenieria genética en procesos que aplicados
sobre organismos vivos, tejidos, células o partes generan bienes, servicios o0

conocimientos que promoveran el bienestar de la comunidad (Hernandez, 2010).

Otros la definen como un conjunto de actividades basadas en las ideas y los métodos
de la bioquimica, biologia molecular y celular, la genética, la inmunologia y los
tratamientos de datos (Municio, s/f). Todo lo anterior conlleva a producir cambios en los
microorganismos, plantas, animales, tejidos, con el objeto de mejorar las caracteristicas

deseadas.

La biotecnologia es una valiosa alternativa para generar y lograr plantas de banano
y platano con resistencia a la Sigatoka negra, porque los métodos se pueden trabajar
con gran cantidad de individuos lo que aumenta la probabilidad de conseguir los
caracteres deseados; hay Dominio del inoculo, el ambiente y plantas sanas. (Leiva,

2006).

Algunos beneficios que ofrece la biotecnologia pueden ser: Aumentar la
productividad de los cultivos, que beneficia a agricultores y consumidores (Agro-bio

2003).
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Reduce y en algunos casos no se hace necesario el empleo de insecticidas,
fungicida y herbicidas que contaminan el medio ambiente y causan trastornos en la

salud.

Permite la creacion de variedades de acuerdo a las condiciones ambientales y tipo de

suelo.

Aumenta la garantia alimentaria al disminuir las fluctuaciones en los rendimientos.

Ofrece mayor valor nutritivo y proteinico tanto en plantas como en frutas.

Permite la elaboraciéon de productos quimicos y farmacéuticos de importancia en gran

cantidad y a bajos costos (Agro-bio, 2003).

Contribuye al mejoramiento de la salud, al crear productos que ayudan a la digestién en

el ser humano, que presentan dificultades gastrointestinales (FAO, 2002).

En los cultivos de banano y platano la biotecnologia se convierte en un aliado al
brindar herramientas para obtencion de clones resistentes a la enfermedad Sigatoka
negra. Las técnicas de multiplicacion o propagacion en estos cultivos son muy
estudiadas e investigadas por que se cuenta con diversos métodos apropiados para el
cultivo, lo que convierte a la biotecnologia junto con otras areas como la ingenieria
genética en puntos de partida en programas de mejoramiento de los procesos y

desarrollo agricolas y alimentarios en corto tiempo (Perea, 1998).

La utilizacién de practicas culturales como alternativas para el control de la Sigatoka
negra, ha tenido resultados en el control del hongo M. fijensis; siendo utilizada como

complemento del control quimico, considerando que este ultimo, presenta dificultades
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dada la variabilidad genética del hongo; su resistencia, el alto costo de las aplicaciones,
el interés por proteger el medio ambiente y la contaminacion de la fruta hacen que se

busquen otras alternativas menos dafiinas con el medio ambiente y el ser humano.

1.1. Biotecnologia tradicional

Comprende el empleo de técnicas con progresos empiricos en seleccion,
fermentacion, domesticacion, y cultivo de plantas (Orozco, 2006); cruzamiento

genéticos (Leiva, 2006).

La autopolinizacién y polinizacion cruzada permitieron la seleccion de especies con
alta productividad, mejor crecimiento, contenido nutricional, produccion de semillas y
frutas con mejor calidad. Las variedades vegetales al expresar su maximo potencial
productivo se hace dificil seguir aumentando la productividad por técnicas tradicionales

de mejoramiento (Calva y Pérez, 2005). Anotar en referencias

1.2. Biotecnologia clasica

Comienza desde que se origina la biologia, la microbiologia y la filosofia (Orozco,
2006). Es también llamada biotecnologia del cultivo de tejidos y células. Las técnicas de
cultivo de tejido utilizadas para multiplicar y conservar en grandes cantidades de

plantas.

Entre las herramientas que emplean el cultivo de tejidos estas: micropropagacion,
embriogénesis somatica, recuperar embriones, regeneracion de plantas por medio de

callo, cultivo de protoplastos, anteras y microsporas. Las técnicas anteriores
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implementadas en cultivos de meristemos, nos permiten lograr plantas libres de virus en

varias especies (Orozco, 2006).

Las estrategias de conservacion in vitro complementan las técnicas tradicionales
especialmente para conservar los fenotipos con dificultades fisiol6gicas (viabilidad de
semilla); los métodos que posibilitan la variabilidad genética con el objeto de mejorar

caracteristicas de un material.

La fusion del protoplasma y citoplasto, se crean para solucionar problemas de
incompatibilidad antes y después de la fertilizacion. La fusidbn somatica, tiene como fin

lograr hibridos inter especificos o recombinante con caracteristicas maternas.

Otra técnica de grandes resultados frente a la enfermedad de la Sigatoka Negra, es el
cultivo de anteras, el cual facilita el cultivo directo de microsporas lo que permite

mejorar la seleccion en la ingenieria genética (Orozco, 2006).

Ante condiciones abidticas adversas, se emplea el método de seleccion de
variantes con indicadores de presion de seleccibn o explantes con antibioticos,

herbicidas, salinidad y toxinas.

1.3. Biotecnologia Moderna

La base de esta tecnologia es reconocer la secuencia del ADN que contiene el gen de
interés, moverlo del genoma, clonarla por vectores y transmitirla por procedimientos
fisicos o indirectos (biobalistica) o vectores biolégicos. Los principales instrumentos de

esta biotecnologia son los marcadores moleculares, seleccion asistida por marcadores
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y transformaciones genéticas. La biotecnologia moderna ha logrado eliminar los limites

entre diferentes especies.

1.3.1. Marcadores moleculares

Son instrumentos para conocer la diversidad genética, filogenia, seleccion asistida por

marcadores (SAN). Orozco (2009) presenta la siguiente clasificacion de marcadores:

Marcadores de hibridacion del ADN: Los marcadores mas empleados en plantas son:
RFLP (restriction Fragment Length polymorphismo, emplean sonda que hibrida
fracciones de ADN que estan fijas en una membrana, son muy reproducibles como
dominantes y multialelicos, su desventaja es la falta de automatizacion, dispendiosos,
requieren infraestructura). Los VNTR (variable Number of Tandem Repeats) tienen una

secuencia muy repetida en el genoma.

Marcadores basados en la amplificacién del ADN: Emplean PCR (reaccién en cadena
de la polymerosa), consiste en la extension de secuencias de ADN, se usa iniciadores y
polimeros para alargar la cadena. Los empleados son DNA-RAPD (Random amplified

polymorphic) utiliza indicadores al azar no se necesita conocer el genoma.

Variacion genotipica: Se refiere a las relaciones entre los alelos positivos y negativos de
diferentes genes con el ambiente. Las modificaciones pueden ser cualitativas vy

cuantitativas.

Gendmica: Simboliza la secuencia del ADN genémico de una especie para hacer

posible diversos analisis. Se habla de gendmica estructural, cuando se caracterizan las



46

bases nitrogenadas de los genomas principalmente funciones y gendmica funcional,

cuando se caracterizan proteinas codificadas por el genoma.

Bioinformatica: Esta relacionada con la utilizacion de la informacion para recopilar los
datos de sistemas biol6gicos para organizar y procesar secuencias de ADN y RNA y

proteinas (Orozco, 2006; Pagliano, 2004).

2. HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS EMPLEADAS EN PLATANO Y BANANO

PARA CONTROLAR LA SIGATOKA NEGRA (Mycosphaerella fijiensis).

En relacion con el género muséaceas la biotecnologia aporta alternativas que
benefician tanto al platano como el banano ya que les ha permitido conseguir
tolerancia o resistencia a la enfermedad Sigatoka negra causada por el hongo

Mycosphaerrella fijiensis de gran importancia econdémica (Perea, 1998).

El requerimiento de plantulas de platano y banano libres de enfermedades y virus
por medio de cultivo de meristemo dio resultados satisfactorios pero se sigue
trabajando para mejorar las herramientas. Actualmente los estudios realizados tienden
a ampliar la variabilidad genética lo cual permite identificar genes de resistencia a la

enfermedad Sigatoka negra en la especie Musa.

2.2. Técnica de micropropagacion

La micropropagacion se puede lograr por apices vegetales como por apices florales.
Es una técnica muy utilizada en las musa. Varios laboratorios la utilizan para producir

plantas de banano y platano para exportacion. La constitucion de yemas se realiza con
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cultivos de apices en medio de cultivo que contiene 2-5mg. L-1 de citoquininas (6-
bencilaminopurina) o fraccion de ellos. La multiplicacion lograda puede ser 2 -10
propagulos (brotes) por mes, lo que produce una propagacion de miles o millones de

plantas al afio (Leiva, 2006).

Esta técnica permite conservar la estabilidad genética, ademas de obtener miles de
individuos partiendo de un solo genotipo (Rodriguez, 2009) en plantas de importancia
econOmica en peligro de extincion. Mejora el empleo de germoplasmas sanos a nivel
mundial, ademas de contribuir a mejorar genéticamente las plantas de platano y
banano. Esta técnica es utilizada con finalidades de propagacién clonal, produccion
uniforme, las plantas con esta técnica son vigorosas, tienen ciclo productivo corto y se

establecen mas rapido.

2.2. Micro-propagacion por organogénesis

La organogénesis o diferenciacion Celular es un proceso relacionado con la

transformacién de una célula a una planta u érgano (Calva y Pérez, 2005)

Los principios de la proliferaciéon de brotes multiples de Musaceas se basan en el
desarrollo de la yema axial localizados en la base del rizoma, en la insercion de la hoja
del pseudotallo (Angarita y Perea, sin fecha). Esta técnica es la mas comun en muchos
paises para multiplicar Musa. Es un método confiable para la multiplicacion sin

variacion genética y con ausencia de microorganismos (Leiva, 2006).
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2.3. Técnica de propagacion in vitro

Es aquella en la cual se toma parte de una planta (explante) y se cultiva en
condiciones asépticas en un medio quimico bajo ambiente controlado (Rodriguez,
2009). Esta técnica comprende las etapas de iniciacion o establecimiento, multiplicacién
(brotes), enraizamiento, endurecimiento; se ha empleado para la multiplicacion de

distintos cultivares de banano y platano.

Segun (Leiva, 2006), para 1980 con la utilizacién de apices, fueron propagadas gran
cantidad de plantas tanto de la especie Musa, como otros cultivares; los rendimientos
de ganancia van del 20% en banano y el 70% en platano. La propagacién invitro en
banano y platano brinda algunas ventajas: mayor tasa de multiplicacion de material
vegetativo sano, mayor disposicion de material y disminuciébn de espacio para

multiplicar.

Los cultivos in vitro pueden almacenarse por largo tiempo con métodos como
refrigeracion y criopreservacion; eliminando problemas como espacio fisico, exceso de

mano de obra, contaminacién de los cultivos y erosion genética, (Calva y Pérez, 2005).

En el control de plagas y enfermedades mediante la técnica in vitro se considera
que Dada la condicion de alta esterilidad de las especies comestibles de musa, los
programas de mejoramiento convencional no son muy aplicables; se debe pensar en
crear hibridos resistentes a la sigatoka, mediante técnicas nuevas asociadas a cultivos
in vitro; esta es una de las mejores alternativas desde el punto de vista de reduccion de
costos y de saneamiento ambiental. En la actualidad en el pais se trabaja en la

identificacion y aislamiento de genes de resistencia a Sigatoka negra para ser
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incrustados luego en plantas de banano y platano comestibles. La FHIA ha desarrollado
dos hibridos de gran produccion y alta resistencia a sigatoka negra, como son el FHIA

21, 22 y el FHIA 20 (Coorpoica, sff).

2.4. Embriogénesis somética

La embriogénesis somética (ES), se refiere al desarrollo de una célula o conjunto de
células hacia la formacion de un embrién. Se diferencia de la embriogénesis cigotica en
cuanto a que la célula que origina el embrion somatico no se produce por fecundacion

sexual, sino por cualquier célula somatica (Sandoval, 1998).

Las suspensiones celulares para regenerar plantas por embriogénesis somatica, se
realizaron con buenos resultados en platano Cvs tipo Frech “Dominico”, lo anterior se
logré utilizando como explante la inflorescencia masculina localizada en la chira. En
platano harton no es posible por tener atrofiada la inflorescencia masculina, (Sandoval,

1998).

Grapin, et al, 1998, (citado en Sandoval, 1998) lograron aislar y cultivar in vitro
inflorescencia femenina desectandolas antes que lograra la emergencia del racimo por
el boquete floral, lo que origin6 un callo embrionario. Este método se emplea cuando se

quiere propagar genéticamente las plantas para multiplicacion masiva.

Un caso a resaltar es el presentado por Orellana y colaboradores (2010); Bermudez
y colaboradores (2004); Pineda y colaboradores (2002), quienes realizaron estudios
sobre la respuesta en campo de platano Cavendish enano (Musa AAA) obtenido

mediante embriogénesis somatica, reportando que las plantas que utilizan esta
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biotecnologia tenian pocas alteraciones morfoldgicas en el primer periodo productivo, al

igual que los rendimientos eran mayores frente a plantas provenientes del cormo.

Las plantas de musa spp que son resistentes a la enfermedad Sigatoka Negra al ser
propagadas por medio de embriogénesis somatica conservan las caracteristicas

morfologicas de la planta de la cual se origing.

2.5. Cultivo de células y tejidos vegetales

Son un conjunto de técnicas empleadas para crear células, tejidos u oOrganos
vegetales in vitro, en condiciones asépticas controladas y libres de microorganismos
(Calva y Pérez, 2005; Sandoval, 1998) Se fundamentan en el principio de totipotencia
que dice que cualquier célula vegetal contiene una copia integra del material genético
de la planta que proviene sin importar su funcién o posicién en ella, por lo que puede

regenerar nueva planta.

El padre de la técnica de cultivos de células y tejidos vegetales Gottlieb Haberlandt,
aisl6 células y tejidos de plantas y las coloc6 en solucién nutritiva para su crecimiento y
estudio. Siendo de esta forma el pionero del cultivo in vitro de células vegetales
diferenciadas. Afirmo6 que era posible cultivar juntas células vegetativas libres y tubulos
de polen con soluciones nutritivas suplementadas con extracto de apices vegetales o

fluidos de saco embrionario (Calva y Pérez, 2005).

La principal aplicacion de la técnica de cultivo de células, tejidos y o6rganos

vegetales; son en micro propagacion y obtencion de plantas libres de patégeno,
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preservacion de germoplasma, mejoramiento genético, biosintesis de metabolitos, la

genética, fisiologia y bioquimica.

El cultivo de células y tejidos vegetales permite realizar estudios en poco tiempo, en
condiciones controladas a diferencia de métodos tradicionales (Calva y Pérez, 2005).
Cuando los cultivos in vitro se someten a estrés fisiologico, pueden expresar
caracteristicas de adaptacion y resistencia, nunca manifestadas en condiciones
normales o naturales. Esa también puede inducir por técnicas como mutacion,
ingenieria genética, fusion de protoplastos y transformacion genética por incluir el DNA

foraneo (Calva y Pérez, 2005; Sandoval, 1998).

2.6. Variacion somaclonal

Se refiere a las modificaciones genéticas o epigenéticas inducidas en los callos de
las células vegetales cultivadas invitro. En algunos casos se observan cambios
fenotipicos (Leiva, 2006) o mutaciones que ocurren en la progenie de las plantas que
fueron regeneradas (Rodriguez, 2009). Las variaciones mas comunes son la morfologia
de la inflorescencia, cambio del color del pseudotallo y diferencia en la altura de la

planta. (Sandoval, 1998).

La variacion somaclonal favorece la variabilidad genética en cultivos de importancia
econdmica, lo cual se lograba tradicionalmente con hibridacion. Con ella se puede
lograr resistencia a enfermedades, herbicidas, tolerancia a condiciones ambientales
adveras. La variacion somaclonal se puede detectar y analizar en forma in- vitro
empleando marcadores morfologico, fisiologico, citogenético, bioquimicos y moleculares

(Rodriguez, 2009).
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2.7. Transformacion genética

Es un método de cambio o alteraciones genéticas, es empleado para introducir
caracteristicas deseadas y ausentes en los bancos genéticos. La transformacion
genética es una excelente alternativa de la ingenieria genética en cultivo de platano y
banano donde se introducen genes de otras especies a este cultivo (Leiva, 2006;

Rodriguez, 2009) para buscar resistencia al hongo Mycosphaerella fijiensis.

Las técnicas de cultivo de tejido: biologia molecular, al igual que la transformacion
genética son herramientas valiosas para el mejoramiento y obtencion de nuevas
variedades resistentes y tolerantes al ataque de hongos y enfermedades como la
sigatoka negra (Korneva et al, 2010). En las plantas de platano y banano la
transformacién genética necesita suspensiones celulares de alta frecuencia de

neoformacion.

La transformacion genética, emplea algunos protocolos entre los cuales estan:
Electroporacion de protoplastos que provienen de suspension celulares embriogénicas,
El bombardeo de fracciones de suspensiones celulares embriogénicas, el co-cultivo de

meristemos y el empleo de Agrobacterium tumefaciens con agregados embriogénicos.

2.7.1. Transformacion genética via Agrobacterium sp

Se realiza co-cultivo a los explantes vegetales con la cepa de A. tumefaciens
modificado o alterado en conformidad a las caracteristicas que se quisieron introducir.
Posterior al co- cultivo se realiza la regeneracion de la planta partiendo de los tejidos

transformados (Rodriguez, 2009).



53

2.8. Plantas transgénicas o genéticamente modificadas

Provienen de células vegetales a las que previamente se les introduce genes
modificados o extraidos de otras especies, microorganismos, animales u otras especies
diferentes y genéticamente incompatibles. Los genes fordneos pueden proporcionar
mayor y mas rapido crecimiento, rendimiento, mejores frutos y semillas, al igual que
resistencia a plagas y enfermedades vy, tolerancia al calor, frio, salinidad, etc. (Calva y

Pérez, 2005).

Para la transformacion de plantas los métodos mas comunes son el uso de
bacterias y biobalistica o0 bombardeo de tejido vegetales con particulas cubiertas con

DNA foraneos.

El método bacteriano usa Agrobacterium tumefasciens o Agro bacteria rhizogenes,
con el que se logran tumor celular o callo transgénico (agalla de cuello o agalla de
corona); con biobalistica se logra induccién de raices aéreas pilosas. En los dos casos
el tejido con el DNA foraneo puede rediferenciarse hasta generar plantas transgénicas
con caracteristicas genéticas, bioquimicas y morfologicas diferente a la planta madre

(Calva y Pérez, 2005)

Otra alternativa en la busqueda de resistencia a las enfermedades ocasionadas por
hongos, consiste en la introduccidén de sustancias externas en la planta para conferirle
resistencia a las plagas o enfermedades, (Rodriguez, 2009). En el caso del platano y
banano se emplean génes que codifican para proteinas de defensas contra el hongo,
como son péptidos antimicrobianos, quitinasas, gluconasas, magaininasa (Leiva, 2006;

Kiggundu, 2011).
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2.9. Amplificacion de fragmentos de ADN por reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

El ADN gendmico se toma de la zona del tejido infectado y se puede amplificar con
iniciadores MF135 y R635 que caracterizan y distinguen el hongo M. fijiensis. Estudios
realizados por Godoy, Polanco y Venegas (2007) emplearon esta metodologia y el 75%
de las muestras fueron positivas para este hongo. El anterior proceso biotecnologico, se
puede igualmente comparar con el de Mendoza, et al, (2004), porque se obtuvo la

identificacion y caracterizacién del hongo bajo la aplicacion de este método, (PCR).

2.10. Trabajos realizados para la busqueda de herramientas biotecnoldgicas en platano

y banano.

Entre las investigaciones realizadas en este campo tenemos:

Mendoza, et al, (2004) en su articulo, construccion de bibliotecas de ADNc a partir
de hojas de los cultivares de banano Calcutta 4 y Niyarma Yik inoculados con
Pseudocercospora fijiensis morelet, construyeron una biblioteca de ADN
complementario (ADNCc), utilizando banano resistente (Calcutta 4) y otro susceptible
(niyarma yik) a la Sigatoka negra los cuales fueron inoculados artificialmente con
aislados de Pseudocercospora fijiensis morelet (CCIBP- PF1). Para la primera cadena
de ADN se utilizaron 1ug de ARN total con oligonucleétido dT y probada por PCR con
oligonucleotidos especificos para el gen del citocromo b. En la segunda cadena
utilizaron marcaje homopolimérico con la combinacion dcBamHI+dTNotl, lograndose 4

bibliotecas de ADNc a partir de las plantas iniciales.

Otra investigacion de gran interés y aporte a la transformacién de la resistencia de la

planta del banano y el platano contra la Sigatoka negra es el realizado por Salazar,
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Patifio y Bustamante (2006). En su articulo sustratos foliares para el incremento de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas en la filésfera de banano, buscaron establecer la
habilidad biolégica mediante la manipulacion de agentes bidticos y abibticos, que
actuan en la filésfera del banano para aumentar la epifitas naturales de las bacterias

quitinoliticas y glucanoliticas, las cuales afectan el desarrollo del patégeno.

En este estudio se realiz6 la caracterizacidbn quimico-microbiolégica parcial de la
filosfera de las plantas de platano y banano de la regiébn de Uraba, Antioquia
(Colombia). Los sustratos estaban compuestos por quitina coloidal (Q.c) 4%, harina de
cebada (Hc) 2.5 %, urea (U) 1% mezclada o sin mezclar (Salazar, et al, 2006);
encontraron que los sustratos Hc y U obtuvieron aumentos superiores en las bacterias

epifitas y recuentos mayores a 10.000 veces.

Otro trabajo realizado por Vasquez, (2010) y otros colaboradores, sobre los
sustratos que se fundamentan en quitina y harina de cebada para el crecimiento de
bacterias liticas originadas de filésfera de banano con mejores resultados para
contrarrestar la sigatoka negra fueron SMB+ HC + U + Neofat y buffer fosfato + Q + HC
+ U + Neofat mezclado con aceite mineral ya que las bacterias quitinolitica y
glucanolitica tienen capacidad para combatir la Sigatoka negra por que debilitan la

pared celular del hongo.

Al igual que (Salazar, et al, 2006) en el laboratorio de investigacion agricola de
Uganda (NARL) el grupo de investigacion orientado por Kiggundu (2011), examinaron
19 lineas de banano GM reportando resultados benéficos en 5 lineas. Los cientificos

introdujeron genes de quitinasa la cual descomponen la quitina originando una
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sustancia dura en la pared celular del hongo que irrumpe, evitando el ataque de la

célula vegetal.

En la investigacion de eventos morfogenéticos en la embriogénesis somatica de los
bananos CIEN-BTA-03 y su parental William, llevada a cabo por Ramirez y De Garcia,
(2010) se realizé6 un andlisis morfogenético en la embriogénesis somatica en los
bananos CIEN-BTA-03 (resistente a la Sigatoka negra y amarilla) y el clon William
(susceptible a la Sigatoka negra). En la investigacién se utilizaron flores masculinas
inmaduras (1.5 cm), escalpos obtenidos de vitro-plantas donde se indujo la formacion
de callos embriogénicos cultivando las manos florales extraidas de inflorescencias
reducidas a 2,5 cm de largo, los cuales son sometidos a medios de cultivos para inducir

el desarrollo de callos embriogénicos.

En el clon William el callo embriogénico (CE) se logré6 en las manos florales
masculinas y maduras y en el clon CIEN-BTA-03 en los escalpos, se logré el callo
embriogénico; las suspensiones celulares embriogénicas (SEs) en los dos clones
fueron 100% viables y la eficiencia para producir plantas en William fue de 86,3 y de

92,5 para el clon CIEN-BTA-03.

Otros investigadores (Korneva, et al, 2010), obtuvieron suspensiones celulares
embriogénicas de Musa spp, empleando diferentes explantes, inflorescencias
masculinas y escalpos, como el trabajo realizado por Ramirez y Garcia (2010); ademas
adicionaron meristemos apicales de vitro-plantas (Morado AAA) y la punta apical de la
inflorescencia masculina (Wiliam AAA), Barraganete (AAB), dominico (AAB),

lograndose las suspensiones celulares embriogénicas de la variedad Musa spp (AAA,
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AAB) con diferentes explantes, los meristemos apicales de vitro plantas y la punta de
flor masculina como explantes se logré que regeneren plantas rapidas y efectivas. Con
estos resultados se confirman los hallazgos de otras investigaciones donde el banano
William y Morado es mas embriogénico, seguido del platano barraganete y por ultimo el
dominico, Calcuta 4 y orito (Corneva, et al, 2010); lo anterior verifica la eficiencia de
William y Morado (banano), barraganete (platano) en la utilizacion como material para

producir células embriogénicas.

Bermudez, et al. (2004) en su trabajo de transformacion genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens de suspensiones celulares embriogénicas de banano
grande Naine (AAA) donde se buscaba obtener plantas transgénicas de banano
resistente a la Sigatoka negra, utilizaron como material vegetal suspensiones celulares
embriogénicas del cultivar grande Naine (AAA) obtenidas de embriones soméaticos
creados de flores masculinas inmaduras. EI ADN (&cido de desoxirribonucleico) fue
aislado en 33 lineas transformadas del cultivar grande Naine con 3 plasmido. La
concentracién de ADN se ajusté a 200mg.i I para ser utilizado en el anélisis de RCP
(reaccion en cadena de polimerasa) para detectar el posible gen bar incorporado. Los
investigadores observaron que a medida que se realizaban los subcultivo muchas
células tomaban el color pardo a negro. Donde se utilizo el herbicida BASTA, no hubo
crecimiento de material vegetativo sin transformar; los embriones en estado globular a
las 4 semanas de estar en el subcultivo fueron visibles en la superficie de las células
embriogénicas. De las 110 lineas transformadas se escogieron 33 lineas para el

analisis molecular de las cuales 21 (67%) fueron positivas para el analisis molecular
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realizado, por lo que se considera la transformacion genética de suspensiones celulares

embriogénicas via agrobactrerium tumefaciens en banano grande Naine posible.

Al igual que Orellana (2010) y Pineda, et al. (2002) en sus articulos de
transformacioén genética via Agrobacterium tumefaciens de células embriogénicas en
suspension de platano de dominico harton (Musa AAB simmods) demostraron la
eficiencia de A. tumefaciens en dominico hartén al usar células embriogénicas. En este
estudio se tuvo en cuenta la expresion de gen B-glucuranidasa (Gus), ademas de tres
factores: concentracion de acetosiringona (As), concentracidon de Agrobacterium y
tiempo de infeccion, demostrando la eficiencia de la transformacion de células

embriogénicas con A. tumefaciens.

Garcia y Villarroel (2002) en su trabajo de transformaciéon de plantas de platano cv
harton (AAB) mediante electroporacion de meristemo, buscaban establecer un
protocolo adecuado para la transformacion de platano Cv harton (AAB) para la
incorporacion de genes de resistencia a la Sigatoka negra. El platano hartén fue
cultivado in vitro en medios de multiplicacion de banano con pH 5.8 con NaOH(1N) y
esterilizado en autoclave por 20 minutos. Se aislaron meristemos de 0.2 -0.4Cm los
cuales se sumergieron en solucién de cisteina (100mg/L) por 1 hora posteriormente se
colocaron en cama de oscuridad por 3 — 4 dias. Para la electroporacion se empled el
vector PCAMBIA3201 de 11450Kpb que contiene gen de resistencia al cloranfenicol
para la seleccion de bacterias, gen de resistencia a fésfinotricina para la seleccion de
plantas, el gen reportero Gus y el gen BAR como marcador de seleccién que contiene
resistencia al herbicida glufosinato de amonio (BASTA). El buffer de electroporacién fue

ASPm con 10mM de HEPES (pH 7.6) se utilizaron 26 meristemos. Encontraron que la
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oxidacion se controla mejor con 2 o 3 lavadas, presentandose en la 3 lavada mayor
control de la oxidacién y 100% de regeneracion al igual que 200v/cm (voltaje/cm) y
1000mF (microfaradio o capacitador electrolitico). Resultados similares fueron
reportados por Mufioz en el (2001), donde se mejoré el meristemo en corto tiempo y

aumento la calidad de la planta.

Tiempos largos de incubacion de los explantes en el amortiguador favorecen la
difusion del ADN al interior de la Célula sin necesidad de realizar tratamiento
enzimatico. La incubacion beneficia el paso del DNA por los espacios intercelulares y/o
introduccion a las paredes celulares permitiendo la ubicacion cerca de la membrana

plasmatica, entrando al interior celular después de la descarga del pulso eléctrico.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El platano y el banano son plantas que originan frutas con semillas improductivas lo
que permite que al implementar estudios e investigaciones se complique el
mejoramiento de la especie haciendo necesario el empleo de herramientas
biotecnologicas tradicionales combinadas con herramientas biotecnolégicas modernas
para obtener cultivos libres de plagas, enfermedades y con mejores caracteristicas

agronomicas de interés socioecondémico.

En la actualidad los estudios realizados bajo la tecnologia del DNA recombinante,
constituye una herramienta valiosa para mejorar el género Musa. El incrustar genes o
moléculas, protoplastos y embriones somaticos, puede cambiar el genoma

ocasionando resistencia.

La ingenieria genética es una alternativa importante para superar los limites que
presentan los modelos clasicos de mejoramiento en el género Musa ya que brindan la

posibilidad de introducir cambios genéticos especificos en un corto periodo de tiempo.

El requerimiento de plantulas de platano y banano, libre de enfermedades y virus por
medio del cultivo de meristemos ha dado resultados satisfactorios, pero se sigue
trabajando para mejorar las técnicas o métodos (Perea, 1998). En relacion al género
Musa la tecnologia aporta alternativas que benefician tanto al platano como al banano
ya que ha permitido conseguir tolerancia a la enfermedad Sigatoka negra lo cual es de

gran importancia a nivel econémico.
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En la zona de Uraba, los controles que se realizan para contrarrestar y controlar la
enfermedad Sigatoka negra en platano y banano, se basa en el reconocimiento
prematuro de los sintomas donde se le realiza practicas culturales como: deshoje,
despunte, cirugia (Medina y Diaz, 2010). Otras actividades realizadas son control de
malezas, canales de drenajes, ciclos de nutricién, control quimico terrestre y aéreo. En

banano, se emplean plantulas mejoradas por meristemos.

En base a lo expuesto se recomienda:

Promover investigaciones tanto en campo como en laboratorio que permitan
recopilar informacion para el control y erradicacion del hongo M. fijiensis en los cultivos

del platano y el banano.

Determinar el ambiente y periodo 6ptimo de visibilidad del hongo M. fijiensis.

Realizar trabajos experimentales con nuevos métodos de evaluacién para aumentar la

eficacia del control de la Sigatoka negra.

Realizar investigaciones para conocer el efecto de la incorporacién de material bioldgico
y biotecnoldgico sobre el control de las poblaciones de Mycosphaerella fijiensis y los

principales problemas fitosanitarios en los ciclos del cultivo.

Implementar el uso de los controles culturales y técnicos para contra restar el hongo M.
fijiensis en el cultivo del platano, banano ya que son productos de gran importancia

socioecondmica para el pais como para el mundo.
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