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Resumen. Los bananos y platanos (Musa spp.)
representan uno de los productos mas importan-
tes para la seguridad alimentaria y la generacion
de ingresos. Sin embargo, la produccion de estos
cultivos se encuentra amenazada por el ataque de
enfermedades como la marchitez por Fusarium. El
control de esta enfermedad con el uso de agroqui-
micos resulta costoso y causa serios danos al medio
ambiente. Por ello, se considera al mejoramiento
genético de la resistencia como la unica forma de
control efectivo y sostenible para esta enferme-
dad. Se han desarrollado estrategias basadas en la
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Abstract. Bananas and plantains (Musa spp.)
represent one of the most important products for
food security and income generation. However, the
production of these crops is threatened by the attack
of diseases such as Panama disease or Fusarium
wilt. In recent years there is a general consensus that
the only form of effective and sustainable control,
both economic and for this disease, is genetic
improvement for resistance. Several biotechnology
based strategies have been developed for the genetic
improvement of the crop in obtaining individuals
resistant or tolerant to fusariosis. The present work
was carried out with the objective of providing a
review of scientific literature related to the use of
biotechnological tools in genetic improvement for
resistance to fusarial wilt in bananas, with emphasis
on in vitro, ex vitro and field selection for pathogen
resistance. The results presented in this review
demonstrate the potential of biotechnology in the
field of genetic improvement in crops. Which allow
to accelerate the genetic improvement programs of
resistance to this disease.
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biotecnologia para el mejoramiento genético del
cultivo en la obtencion de individuos resistentes o
tolerantes a este patogeno. El presente trabajo se
realizo con el objetivo de ofrecer una revision de
literatura cientifica relacionada con la utilizacién
de técnicas biotecnoldgicas en apoyo al mejora-
miento genético para la resistencia a marchitez por
Fusarium en banano, con énfasis en la seleccion
in vitro, ex vitro y en campo para la resistencia al
patogeno. Los resultados presentados en esta revi-
sidon evidencian el potencial de la biotecnologia y
otras herramientas en el campo del mejoramiento
genético en el cultivo. Los cuales permiten acelerar
los programas de mejoramiento genético de la re-
sistencia a esta enfermedad.

Palabras clave: biotecnologia, enfermedad, Musa
spp., seleccion temprana.

Los bananos y platanos (Musa spp.) estan en-
tre los cultivos mas importantes en los paises del
tropico y el subtropico. Constituyen una fuente im-
portante de ingresos en casi 135 paises productores
(FAO, 2017). Lo anterior indica que los bananos y
platanos, representan uno de los productos mas im-
portantes para la seguridad alimentaria y la genera-
cion de ingresos. Sin embargo, la produccion de es-
tos cultivos se encuentra amenazada por el ataque de
enfermedades como el Mal de Panama o marchitez.
Esta enfermedad causada por Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (FOC) representa una de las enfer-
medades mas destructivas y de importancia eco-
nomica en el género Musa (Ploetz, 2015). Durante
los primeros 50 afios del siglo XX esta enfermedad
causo el reemplazo en las plantaciones del cultivar
Gros Michel susceptible a la raza 1, por cultivares
Cavendish con importantes transformaciones en la
exportacion de la industria bananera (Bubici ef al.,
2019). La introduccion de la raza tropical 4 de FOC
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Bananas and plantains (Musa spp.) are among
the most important crops in the countries of the
tropics and subtropics. They are an important
source of income in nearly 135 countries that
produce this crop (FAO, 2017). This indicates that
bananas and plantains are one of the most important
products for food security and income. However,
the production of these crops is under threat of
diseases such as the Panama disease or wilting.
This disease, caused by Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (FOC) is one of the most destructive and
economically important in the Musa genus (Ploetz,
2015). During the first half of the 20th century, this
disease led to the replacement of the Gros Michel
cultivar, susceptible to race 1, with Cavendish
cultivars, with important transformations in the
exports of the banana industry (Bubici et al., 2019).
The introduction of tropical race 4 of FOC (RT4) in
the plantations of Cavendish cultivars had a great
economic and social impact on the banana industry
in Latin America and the Caribbean (Ploetz, 2015).
There is currently no sustainable chemical control
for this disease. Therefore, in recent years there
has been a general consensus over the fact that the
only way of controlling this disease effectively and
safely was via genetic breeding for resistance (Dita
et al.,2011). Strategies have been developed based
on plant biotechnology for the genetic improvement
of banana trees to obtain resistant plants, or tolerant
to wilt by Fusarium (Saraswathi et al., 2016).
However, the search for new Cavendish cultivars,
resistant or tolerant to this disease, is still a priority.
On the other hand, most field studies lack long-term
results that may contribute to evaluate the efficiency
of the genes in situ (Ploetz et al., 2015). In this
sense, the development of methods for the early
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(RT4) en las plantaciones de cultivares Cavendish
representa un gran impacto econémico y social en
la industria bananera, en América Latina y el Cari-
be (Ploetz, 2015). En la actualidad no existe con-
trol quimico sostenible para esta enfermedad. Por
ello, en los ultimos afios existe un consenso general
de que la tnica forma de control efectivo y segura
para esta enfermedad lo constituye el mejoramien-
to genético para la resistencia (Dita et al., 2011). Se
han desarrollado estrategias basadas en la biotec-
nologia vegetal para el mejoramiento genético del
banano en la obtencion de individuos resistentes o
tolerantes a la marchitez por Fusarium (Saraswathi
et al., 2016). Pero, la bisqueda de nuevos cultiva-
res Cavendish resistentes o tolerantes a la enferme-
dad contintia siendo una prioridad. Por otra parte,
la mayoria de los estudios de campo carecen de re-
sultados a largo plazo que contribuyan a evaluar la
eficacia de los genes in situ (Ploetz et al., 2015).
En este sentido, el desarrollo de métodos para la
seleccion temprana de individuos resistentes a las
enfermedades, con el empleo de la biotecnologia
constituye un valioso utilitario para los programas
de mejoramiento genético de los cultivos. Lo cual
se ha convertido en las tltimas décadas en un tema
necesario y atractivo para los fitomejoradores (Sa-
raswathi et al., 2016). El presente trabajo se realizo
con el objetivo de ofrecer una revision de literatura
cientifica relacionada con la utilizacion de técnicas
biotecnoldgicas en apoyo al mejoramiento genético
para la resistencia a la marchitez por Fusarium en
banano, con énfasis en la seleccion in vitro, ex vitro
y en campo para la resistencia al patdgeno.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense: mecanismo
de infeccion y sintomas de la enfermedad

El género Fusarium constituye el mas amplio

e importante de la familia Tuberculareacea; y
desde el punto de vista taxondmico es uno de los

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021

selection of disease resistant individuals, along
with the use of biotechnology, is a valuable asset
for the genetic breeding programs of crops. In past
decades, this has become a necessary and attractive
topic for plant breeders (Saraswathi et al., 2016).
The present work was carried out in order to offer
a revision of scientific literature related to the use
of biotechnological techniques to support genetic
breeding for resistance to wilting by Fusarium in
banana trees, emphasizing selection in vitro, ex
vitro and in the field for resistance to the pathogen.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense: infection
mechanism and symptoms of the disease

The genus Fusarium is the broadest and most
important in the Tuberculareacea family, and from
a taxonomical standpoint, it is one of the most
difficult to handle out of all the fungus groups.
This fungus covers numerous species and diverse
special forms (f. sp.) within each species. On the
other hand, it presents great variability and its
identification in different species is imprecise
(Dean et al., 2012). The perfect phase of K
oxysporum (FOX) is still unknown. However, the
survival and proliferation of this species and is
special forms depend on its asexual spores. FOC
produces three types of asexual spores, including
macroconidia, microconidia and chlamydospores
in its life cycle (Figure 1 A-C), which help it spread
and survive. In addition, it shares a similar infection
cycle with Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi
(FOL), the causal agent of wilt in tomato (Solanum
lycopersicum) (Guo et al., 2014). Chlamydospores
have thick walls, formed inside the hypha or the
macroconidia, and can survive in the absence of the
host for several years in a latent state, or they can
germinate and grow as saprophytes in the remains
of non-host plants to produce new chlamydospores
(Nelson et al., 1983). FOC conidia germinate and
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mas dificiles de todos los grupos de hongos. Este
hongo comprende numerosas especies y diversas
formas especiales (f. sp.) dentro de cada especie.
Por otra parte, presenta una gran variabilidad y se
hace imprecisa su identificacion en las distintas es-
pecies (Dean et al., 2012). La fase perfecta de F.
oxysporum (FOX) no se conoce aun. Pero, la su-
pervivencia y proliferacion de esta especie y sus
formas especiales existentes dependen de sus es-
poras asexuales. FOC produce tres tipos de esporas
asexuales que incluyen macroconidios, microconi-
dios y clamidosporas en su ciclo de vida (Figura 1
A-C), lo que le permite dispersarse y sobrevivir;
ademas, comparte un ciclo de infeccion similar
a Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi (FOL),
agente causal de la enfermedad del marchitamiento
del jitomate (Solanum lycopersicum) (Guo et al.,
2014). Las clamidosporas son de paredes gruesas,
formadas dentro de la hifa o del macroconidio y
pueden sobrevivir en ausencia del hospedante por
varios afios en estado latente o consiguen germinar
y crecer como saprofito en restos de plantas no hos-
pedantes para producir nuevas clamidosporas (Nel-
son et al., 1983). Los conidios de FOC germinan
y forman hifas fungicas bajo diversas condiciones
nutricionales y ambientales; las hifas se desarrollan
alrededor de las raices y colonizan su superficie.
Posteriormente, penetran la epidermis e invaden; y
colonizan los vasos del xilema de la raiz (Figura 1
D-F). Después del proceso de infeccion en las rai-
ces de las plantas de banano, el hongo crece hacia
el rizoma y pseudotallo y causa la muerte del te-
jido o de toda la planta. Entre la infeccion inicial
por el hongo y los sintomas externos transcurre un
tiempo en que el limbo de las hojas se torna amari-
llo brillante, y se marchita o colapsa alrededor del
pseudotallo (Figura 1 G). Mientras que los haces
vasculares del pseudotallo y del rizoma de la planta
enferma se tornan de color rojizo a marrén (Figura
1 H-I) (Guo et al., 2014).
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form fungal hyphae under diverse nutritional and
environmental conditions; the hyphae develop
around the roots and colonize their surface. They
then penetrate the epidermis, invade and colonize
the xylem vessels of the root (Figure 1 D-F). After
the process of infection in the banana plant roots,
the fungus grows towards the rhizome and the
pseudostem and causes the death of the tissue or
of the entire plant. Between the initial infection by
the fungus and the external symptoms, there is a
moment in which the limbo of the leaves turns a
bright yellow and it wilts or collapses around the
pseudostem (Figure 1 G), whereas the vascular
bundles of the pseudostem and of the rhizoma of
the diseased plant turn reddish or maroon (Figure 1
H-I) (Guo et al., 2014).

The fungus may survive in the absence of the
host for extended periods in a latent state or it may
germinate and grow as a saprophyte in the remains
of non-host plants to produce new chlamydospores.
Estas a su vez le permiten al patdégeno adaptarse
a condiciones extremas (Ploetz et al., 2015).
Consequently, the susceptible genotypes cannot
be grown in an infected field for up to 30 years
(Buddenhagen, 2009). However, the infection
process may end and not progress when the
plant is not susceptible or is not predisposed by
environmental stress. Dong et al. (2012) found
that the resistant host responds to a signal in the
vessels infested with the formation of callose,
vascular gels and tylose that immobilize the
spores around the storage site. The development of
these structures was examined in detail under and
electron microscope and it was determined that the
synthesis and release of the phenolic substances
produced and lignified by these structures are the
same which stop the invasion of the pathogen
during the host-pathogen interaction.
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Figura 1.

Figure 1.

Ciclo de infeccion de la marchitez vascular en banano causada por Fusarium oxysporum {f. sp. cubense. A) macro-
conidios; B) microconidios; C) clamidospora producida por el aislado FOC marcado con proteina fluorescentes
verde; D) acoplamiento de la hifa de FOC a las raices de banano; E) colonizacién de los haces vasculares de las
raices de banano, por la hifa de FOC (indicado por la flecha); F) una seccion longitudinal de las raices de banano
muestra las hifas del hongo creciendo en los haces vasculares; G) las plantas de banano enfermas con los sintomas
dominantes de hojas amarillentas; H-I) los haces vasculares del pseudotallo, y el rizoma de la planta de banano
enfermos que se tornan de color rojizo a marrén (indicado por la flecha). Fuente: Guo et al. (2014).

Figure 1. Vascular wilt infection cycle in banana plants, caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense. A) mac-
roconidia; B) microconidia; C) chlamydospore caused by the isolation FOC, marked with fluorescent green pro-
tein; D) connection of the FOC hypha to the roots of the banana plant; E) colonization of the vascular bundles of
the roots of the banana plant via the hypha of the FOC (indicated with the arrow); F) longitudinal section of the
roots of the banana plant showing the fungal hyphae growing in the vascular bundles; G) diseased banana plants
with the predominant symptoms of yellow leaves; H-I) diseased vascular bundles of the pseudostems and the
banana plant rhizomes turning reddish or maroon (indicated by the arrow). Source: ef al. (2014).

El hongo puede sobrevivir en ausencia del hos-
pedante por largos periodos de tiempo; en estado
latente o pueden germinar o crecer como saprofito
en restos de plantas no hospedantes para producir
nuevas clamidosporas. Estas a su vez le permiten al
patogeno adaptarse a condiciones extremas (Ploetz
et al., 2015). Como consecuencia, los genotipos
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Pathogenic complexity of FOC

The variability of FOC populations has been
differentiated based on its pathogenicity, in
which three races have been identified that affect
Musa spp.: race 1, responsible of the epiphytotic
disease in plantations of Manzano (AAB) and Gros
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susceptibles no pueden cultivarse en un campo in-
fectado por un periodo de hasta 30 afios (Budden-
hagen, 2009). Sin embargo, el proceso de infeccion
puede terminar y no progresar cuando la planta no
es susceptible o no estd predispuesta por un estrés
ambiental. Dong et al. (2012) encontraron que el
hospedante resistente responde a una sefial en los
vasos infestados por la formacion de calosa, geles
vasculares y tilosas que inmovilizan las esporas al-
rededor del sitio de almacenamiento; el desarrollo
de estas estructuras fue examinado en detalle por
microscopia electronica, finalmente determinaron
que la sintesis y liberacion de las sustancias fendli-
cas que producen y lignifican estas estructuras son
las que detienen la invasion del patdégeno durante la
interaccion hospedante-patogeno.

Complejidad patogénica de FOC

La variabilidad de las poblaciones de FOC ha
sido diferenciada en base a su patogenicidad donde
se han identificado tres razas que afectan a Musa
spp.: laraza 1 responsable de la epifitia en las plan-
taciones de los cultivares Manzano (AAB) y Gros
Michel (AAA); laraza 2 patogénica al cultivar Blu-
ggoe (ABB), y a algunos tetraploides (AAAA); y
la raza 4 que ataca a los cultivares del subgrupo
Cavendish (AAA) y a todos los susceptibles a las
razas 1 y 2 (Ploetz, 2006). Esta tltima fue descu-
bierta por primera vez en 1990 en Taiwan; y fue
posteriormente dividida en las cepas tropical y
subtropical (Ploetz, 2006). En la actualidad, la raza
4 de FOC se encuentra presente en veinte paises
de 135 productores de bananos (Martinez et al.,
2020). Sin embargo, la designacion de razas de
FOC era engorrosa y por ello se desarrollaron otros
métodos que revelaron su diversidad genética. El
analisis de compatibilidad vegetativa constituye
una técnica rapida y confiable que la prueba de pa-
togenicidad. Su utilizacion ha permitido determinar
la diversidad de razas de FOC dentro de una region.
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Michel (AAA) cultivars; race 2, pathogenic to
the Bluggoe (ABB) cultivar and some tetraploids
(AAAA); and race 4, which attacks the cultivars
of the Cavendish subgroup (AAA) and all those
susceptible to races 1 and 2 (Ploetz, 2006). The
latter was discovered in 1990 in Taiwan, and later
divided into the tropical and subtropical strains
(Ploetz, 2006). Nowadays, race 4 of FOC is found
in twenty out of 135 banana-producing countries
(Martinez et al., 2020). However, designating FOC
races was cumbersome, and other methods were
developed which revealed its genetic diversity. The
vegetative compatibility analysis is a faster and
more reliable technique than the pathogenicity test.
Its use has helped determine the diversity of FOC
races within a region. The analyses of vegetative
compatibility groups (GCV) divided the FOC
isolations into 24 GCVs (GCV0120 to GCV0126
and GCVO0128 to GCV01224) (Ploetz, 2006). Later
deoxyribonucleic acid (DNA) markers revealed
the polyphyletic origin of FOC, since some GCV
are taxonomically closer to other special forms of
FOX than to other FOC GCVs (Fourie et al., 2009).
Additionally, the strains belonging to diverse
GCVs infest particular banana cultivars and were
therefore grouped in the same race. This suggests
that the pathogenicity to a specific cultivar has
evolved convergently or is a result of the horizontal
transfer of genes between the members of the FOX
complex (Ploetz, 2006). In general, FOC lineages
show a notable dichotomy referred to as types or
clades (Groenewald et al., 2006). High resolution
genotypification by sequencing analysis using
DArTseq generates readings of short sequences
after reducing the complexity of a genome by
digestion with restriction enzymes. In this sense,
markers of entire genomes using DArTseq divided
the 24 FOC strains (which represent all the
GCVs known to date) into two groups (Cruz et
al., 2013). On the other hand, the analysis of the
genome revealed that the genomic structures of the
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Los anélisis de los grupos de compatibilidad ve-
getativa (GCV) dividieron los aislados de FOC en
24 GCV (GCV0120 a GCVO0126, y GCVO0128 a
GCV01224) (Ploetz, 2006). Después, marcadores
de acido desoxirribonucleico (ADN) revelaron el
origen polifilético de FOC ya que algunos GCV es-
tan taxondmicamente mas cerca de otras formas es-
peciales de FOX que a otros GCVs de FOC (Fourie
et al., 2009). Ademas, las cepas pertenecientes a
diversos GCVs infestan cultivares particulares de
banano y, por lo tanto, se agruparon en la misma
raza. Lo que sugiere que la patogenicidad hacia un
cultivar especifico ha evolucionado convergente-
mente o ha resultado de la transferencia horizon-
tal de genes entre los miembros del complejo de
FOX (Ploetz, 2006). En general, los linajes de FOC
muestran una notable dicotomia referida como ti-
pos o clados (Groenewald ef al., 2006). La genoti-
pificacidn de alta resolucion por andlisis de secuen-
ciacion usando DArTseq genera lecturas de secuen-
cias cortas después de reducir la complejidad de un
genoma por digestion con enzimas de restriccion.
En este sentido, marcadores de genomas enteros
por DArTseq dividieron las 24 cepas de FOC (que
representan todos los GCV hasta ahora conocidos)
en dos grupos (Cruz et al., 2013). Por otro lado,
el analisis del genoma reveldé que las estructuras
genomicas de los aislados de la raza 1 y la raza 4
eran altamente sinténicas (que ocurren en el mismo
cromosoma) con las de FOL cepa Fol4287. Guo et
al. (2014) lograron la identificacion de genes orto-
logos SIX primariamente descritos para el genoma
de aislados de FOL mediante el analisis del genoma
de aislados de la raza 1 y la RT4 de FOC. En este
aspecto, se han disefiado varios protocolos para la
deteccion molecular de aislados de FOC, los cuales
han sido revisados de forma exhaustiva por Lin y
Lin (2016) y Ying y Yi (2016). De este modo
FOC se compone de tres razas, ocho linajes y
24 GCVs. La mayor parte del dafio es causado por
la RT4 de FOC que se encontraba sélo en Asia. Sin
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isolations of races 1 and 4 were highly synthetic
(occurring in the same chromosome) with those of
FOL strain Fol4287. Guo et al. (2014) managed to
identify SIX orthologous genes, primarily described
for the genome of FOL isolations via the analysis
of the genomes of isolations from race 1 and the
RT4 of FOC. In this regard, many protocols have
been designed to detect FOC isolation molecules,
which have been thoroughly revised by Lin and
Lin (2016) and Ying and Yi (2016). Thus, FOC
is composed of three races, eight lineages and 24
GCVs. Most of the damage is caused by the RT4
in FOC, found only in Asia. However, Garcia-
Bastidas ef al. (2019) reported the first case of
FOC-related RT4 outside of Southeast Asia in the
Colombian Guajira region, classified as Fusarium
odoratissimum (Figure 2). This represents a high
risk for all the other countries in the Americas.
Therefore, strategies must be developed to fight
this disease and minimize the hazards of the effects
caused by the entry of this new race of the pathogen
into exporting Latin American and Caribbean
countries.

Controlling wilt by Fusarium in banana

The perennial production of the banana crop
and the polycyclic nature of wilt by Fusarium
hinder the development of efficient management
strategies. In spite of this, using the available
knowledge and technologies, it is now easier to
implement quarantine policies and therefore avoid
pathogens from spreading. In relation to this, in
Mexico, the SADER (Secretariat of Agriculture and
Rural Development) via the SENASICA (National
Agrifood Health, Safety and Quality Service) are
taking important measures to prevent the entry and
spreading of the RT4 of FOC into the country. These
measures include phytosanitary surveillance actions
for the timely detection of RT4, training technicians
and farmers in order to raise awareness regarding
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embargo, Garcia-Bastidas ef al. (2019) informaron
el primer reporte de la RT4 de FOC asociado con la
enfermedad fuera del sudeste asiatico, en la zona de
la Guajira colombiana clasificado como Fusarium
odoratissimum (Figura 2). Lo cual representa un
alto riesgo para el resto de los paises del continente
americano. Por lo que se requiere el desarrollo de
estrategias para el combate de esta enfermedad; y
reducir los riesgos de las afectaciones que puede
causar la entrada de esta nueva raza del patogeno
en el resto de los paises exportadores de América
Latina y el Caribe.

Control de la marchitez por Fusarium en banano

La produccién perenne del cultivo de banano y
la naturaleza policiclica de la enfermedad marchi-
tez por Fusarium impiden el desarrollo de estrate-
gias de manejo eficientes. A pesar de ello, con el
conocimiento y las tecnologias disponibles, hoy es
mas facil y efectivo implementar politicas cuarente-
narias e impedir asi la diseminacion de patdgenos.

the risk of moving vegetative material, and finally,
exploring and monitoring the banana-producing
regions (Manzo et al., 2014). Other measures for
management also included are planting annually
in phases, the use of tissue culture plants, crop
rotation, having an adequate drainage system in
the plantation, the incorporation of organic matter
and applying biocontrol agents via Trichoderma
harzianum. However, these control methods only
allow for planting these cultivars for short periods,
since the fungus destroys the plantations soon after
(Fu et al., 2017). Due to this, the only efficient
control method has been considered to be planting
disease-resistant hosts (Dita et al., 2011). In this
sense, since the appearance of wilt by Fusarium
in different banana-producing countries, a wide
genetic breeding program has been developed for
the resistance to the three races of FOC, using
conventional and biotechnological techniques,
with a recent emphasis on the RT4 of FOC.

Distribution of tropical race 4 (TR4)

e

Paises productores de banano

i Regiones afectadas por la raza tropical 4 de Fusarium oxsyporum f. sp. cubense

Figura 2. Distribucion de la raza tropical 4 de Fusarium osyxporum f. sp. cubense en banano. Mapa producido por Biodi-
versidad Internacional para ProMusa (imagen cortesia: ProMusa.com).

Figure 2. Distribution of tropical race 4 of Fusarium osyxporum {f. sp. cubense in banana plants. Map produced by Interna-
tional Biodiversity for ProMusa (image courtesy of ProMusa.com).
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En relacion con ello, en México la SADER (Se-
cretaria de Agricultura y Desarrollo Rural) a tra-
vés de SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria) realizan un
conjunto de medidas importantes para prevenir la
entrada y diseminacion de la RT4 de FOC en el
pais. Dentro de estas medidas encontramos accio-
nes de vigilancia epidemioldgica fitosanitaria para
la deteccidon oportuna de la RT4; la capacitacion de
técnicos y productores, con el interés de lograr con-
ciencia en los productores del riesgo de trasladar
material vegetativo; y por ultimo, la exploracion
y monitoreo de las regiones bananeras (Manzo et
al., 2014). Otras de las medidas de manejo utiliza-
das tenemos las siembras anuales escalonadas; la
utilizacion de plantas de cultivo de tejidos; la ro-
tacion de cultivo; contar en el terreno de siembra
con un buen sistema de drenaje; la incorporacion
de materia organica; y la aplicacion del biocontrol
mediante Trichoderma harzianum. No obstante, es-
tos métodos de control s6lo permiten sembrar estos
cultivares por periodos cortos, dado a que el hongo
vuelve a devastar las plantaciones (Fu et al., 2017).
Por ello, se ha considerado que el Unico método
eficaz de control es sembrar o plantar hospedantes
resistentes a la enfermedad (Dita et al., 2011). En
este sentido, desde la aparicion de la marchitez por
Fusarium en los diferentes paises productores de
banano, se desarrolla un amplio programa de me-
joramiento genético para la resistencia a las tres
razas de FOC, mediante técnicas convencionales y
biotecnologicas con énfasis en los ultimos afios en
la RT4 de FOC.

Técnicas biotecnolégicas en apoyo al mejora-
miento genético de Musa spp. para la resistencia

a FOC

Las mayores posibilidades que brindan las téc-
nicas biotecnologicas estan dadas en la mejora de
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Biotechnological techniques to support the
genetic breeding of Musa spp. for the resistance
to FOC

The greatest possibilities provided by
biotechnological techniques are found in the
improvement of the resistance to pathogens, which
offer several advantages over conventional methods,
due to the possibility of selecting individuals from
large populations of plants in a short timeframe.
This increases the possibility of finding the
desired traits. On the other hand, they help control
inoculants and the environmental conditions that
may interfere with the results obtained. In turn, they
help access plants that are free of diseases and offer
the efficiency of the genetic breeding programs
for crops (Ortiz and Swennen, 2014). For these
reasons, the results of the breeding of banana and
plantain plants have been introduced faster than
with the conventional genetic breeding methods
(Li et al., 2015); micropropagation has played an
important role, and particularly, it has improved
the management of healthy germplasm on a global
scale. Somaclonal variation, in vitro mutagenesis,
genetic transformation and early selection in the
Musa genus have been used successfully in several
genetic breeding programs.

Utilization of the somaclonal variation

Somaclonal variation, which comprises genetic
or epigenetic changes induced during the callus
phase of the plant cells grown in vitro has been
used for genetic breeding in several agronomic
traits. Molina et al. (2011) determined the response
to susceptibility or resistance to the RT4 in FOC in
two somaclonal variants of Cavendish (AAA) from
Taiwan, two commercial cultivars of the Cavendish
subgroup, three local cultivars, and an improved
hybrid from Honduras, in a field previously
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la resistencia a patogenos. Las cuales ofrecen va-
rias ventajas sobre los métodos convencionales por
la posibilidad de seleccionar individuos a partir de
grandes poblaciones de plantas en un espacio re-
ducido de tiempo. Lo cual aumenta de esta forma
la posibilidad de encontrar los caracteres deseados.
Por otra parte, permiten un control de la concentra-
cion de inoculo, y de las condiciones ambientales
que pudieran interferir en los resultados obtenidos.
A su vez, permiten el acceso a las plantas libres de
la enfermedad; y por tltimo mejoran la eficiencia
de los programas de mejoramiento genético de los
cultivos (Ortiz y Swennen, 2014). Por estas razo-
nes, los resultados de la mejora de bananos y plata-
nos mediante la biotecnologia vegetal se han intro-
ducido con mayor rapidez en comparacion con los
métodos del mejoramiento genético convencional
(Li et al., 2015); en donde la micropropagacion ha
jugado un papel importante, en particular ha me-
jorado el manejo del germoplasma sano a escala
mundial. La variacion somaclonal, la mutagénesis
in vitro, la transformacion genética y la seleccion
temprana en el género Musa se han empleado con
éxito en varios programas de mejoramiento gené-
tico.

Utilizacion de la variacion somaclonal

La variaciéon somaclonal que comprende los
cambios genéticos o epigenéticos inducidos duran-
te la fase de callo de las células vegetales cultivadas
in vitro ha sido usada para el mejoramiento genéti-
co de varios caracteres agronémicos. Molina et al.
(2011) determinaron la respuesta a la susceptibili-
dad o resistencia a la RT4 de FOC en dos variantes
somaclonales de Cavendish (AAA) de Taiwan, dos
cultivares comerciales del subgrupo Cavendish,
tres cultivares locales, y un hibrido mejorado de
Honduras, en un campo previamente infestado con
el patdégeno en Filipinas. En dicha investigacion
observaron los mayores valores de incidencia de la
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infested with the pathogen from the Philippines.
The investigation observed the highest values of
incidence of the disease (100%) in two commercial
Cavendish cultivars (Gran Enano and Williams), as
well as in the local cultivar ‘Lakatan’. However, no
plants infected with the FOC RT4 were found in the
somaclonal variants from Taiwan (‘GCTCVI119’
and ‘Formosana’). In other studies, Molina et al.
(2016) compared four selections of somaclonal
variations (‘GCTCV-105°, ‘GCTCV-119°,
‘GCTCV-218’ and ‘GCTCV-219’) of Cavendish
(AAA) from Taiwan and three important local
cultivars from the Philippines: ‘Latundan’ (AAB,
subgroup Seda), ‘Lakatan’ (AAA, subgroup
Lakatan) and ‘Saba’ (ABB, subgroup Saba) with
the commercial Cavendish Gran Enano (AAA,
subgroup Cavendish) in a soil severely infested
with FOC RT4 in southern Philippines. Results
displayed susceptibility with an incidence of
the disease of 64 and 76% respectively in the
commercial cultivars of Gran Enano and ‘Lakatan’
in the first cycle of evaluation of resistance,
and 79 and 92% respectively in the second
cycle.
expressed an incidence of the disease of 0 to 6%
in the first cycle and 0 to 8% in the second cycle of
the tests to evaluate the symptoms of the disease.
The cultivar ‘Saba’ displayed an incidence of the
disease of 0% in both the first and second cycles of
evaluation of resistance to the fungus. These results
confirmed the stability in the resistance to FOC RT4
in the ‘GCTCV’ somaclonal variants. On the other
hand, they show that the selection of somaclonal
variants are a feasible tool in genetic breeding for
the search for resistance to FOC in banana plants.

However, ‘GCTCV’ somaclonal variants

Utilization of induced in vitro mutagenesis
Mutagenic techniques that induce inheritable

changes in the genetic composition of a cell by
altering its deoxyribonucleic acid (DNA) have
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enfermedad (100%) en los dos cultivares comercia-
les Cavendish (Gran Enano y Williams) y en el cul-
tivar local ‘Lakatan’. Sin embargo, no encontraron
plantas infectadas a la RT4 de FOC en las variantes
somaclonales de Taiwan (‘GCTCV119’ y ‘Formo-
sana’). En otros estudios Molina et al. (2016) com-
pararon cuatro selecciones de variantes somaclona-
les (‘GCTCV-105°, ‘GCTCV-119°, ‘GCTCV-218’
y ‘GCTCV-219) de Cavendish (AAA) de Taiwan;
y tres cultivares locales importantes de Filipinas:
‘Latundan’ (AAB, subgrupo de Seda), ‘Lakatan’
(AAA, subgrupo Lakatan) y ‘Saba’ (ABB, subgru-
po Saba) con el Cavendish comercial Gran Enano
(AAA, subgrupo Cavendish) en un suelo severa-
mente infestado con la RT4 de FOC en el sur de
Filipinas. Los resultados mostraron susceptibili-
dad con una incidencia de la enfermedad de 64 y
76% respectivamente en los cultivares comerciales
de Gran Enano y ‘Lakatan’ en el primer ciclo de
evaluacion de la resistencia; y de 79 y 92% res-
pectivamente, en el segundo ciclo. Sin embargo,
las variantes somaclonales ‘GCTCV’ manifestaron
una incidencia de la enfermedad de 0 a 6% en el
primer ciclo; y de 0 a 8% en el segundo ciclo de las
pruebas de evaluacion de los sintomas de la enfer-
medad. El cultivar ‘Saba’ mostr6 una incidencia de
la enfermedad del 0% tanto en el primero como en
el segundo ciclo de evaluacion de la resistencia al
hongo. Estos resultados confirmaron la estabilidad
de la resistencia a la RT4 de FOC en las variantes
somaclonales ‘GCTCV’. Por otra parte, muestran
que la seleccion de variantes somaclonales consti-
tuye una herramienta factible en el mejoramiento
genético para la busqueda de resistencia a FOC en
banano.

Utilizacion de la mutagénesis in vitro inducida

Las técnicas mutagénicas que inducen cambios
heredables en la constitucion genética de una célula
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been used as a very efficient tool in the genetic
breeding of plants. In this sense, Chen et al.
(2013) used in vitro mutagenesis, induced by ethyl
methanesulfonate to evaluate the obtaining of lines
of Brazilian banana (Musa spp., AAA) resistant
to FOC RT4. The plants regenerated from the five
Brazilian banana lines resistant to the RT4 of the
pathogen then underwent an in vitro selection
method, in which they displayed a reduction in the
incidence of the disease in relation to plants used
as a control. Meanwhile, Saraswathi et al. (2016)
obtained banana mutants from the cultivar Rasthali
(Silk, AAB), resistant to race 1 of FOC, vegetative
compatibility group (GCV) [0124/5]. These
results show that it is possible to adopt different
biotechnological

techniques for the genetic

breeding of banana and obtain resistance to FOC.
Utilization of genetic transformation

The genetic transformation methods used to
introduce into the cells the exogenous DNA to be
expressed in the plant is another biotechnological
technique for the development of resistance to
fungi in economically important crops such as
banana. Several genes have been used to fight this
pathogen. In this sense, Paul et al. (2011) tested
genes Bcl-xl, Ced-9 and Bcl-2 3’ UTR in the banana
cultivar ‘Lady Finger’ (AA). The results showed
the overexpression of gene Bc/-2 3’ UTR in the lines
that displayed resistance to FOC. On the other hand,
they noticed apoptosis to be characteristic in host
plants against necrotrophic pathogens, in which the
pathogen caused the death of tissue and increased
its growth potential faster. In another study, Ghag
et al. (2012) inserted petunia (Petunia hybrida)
genes that codify defensins PhDefl and PhDef2
in banana plants, using embryogenic suspensions
as explants and Agrobacterium tumefaciens as a
transformation system, and found high levels of
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mediante la alteracion de su 4cido desoxirribonu-
cleico (ADN) han sido utilizadas como una herra-
mienta muy eficiente en el mejoramiento genéti-
co de plantas. En este sentido, Chen et al. (2013)
emplearon la mutagénesis in vitro inducida por el
metanosulfonato de etilo para evaluar la obtencion
de lineas de banano brasilefio (Musa spp., AAA)
resistentes a la RT4 de FOC. Las plantas regenera-
das a partir de las cinco lineas de banano brasilefo
resistentes a la RT4 del patogeno fueron sometidas
a un método de seleccion in vitro posterior; donde
mostraron una reduccion en la incidencia de la en-
fermedad con relacion a las plantas utilizadas como
control. Mientras que Saraswathi et al. (2016) ob-
tuvieron mutantes de banano del cultivar Rasthali
(Silk, AAB) resistentes a la raza 1 de FOC, gru-
po de compatibilidad vegetativa (GCV) [0124/5].
Estos resultados evidencian que es posible adoptar
diferentes técnicas biotecnologicas para el mejora-
miento genético del banano y obtener resistencia a
FOC.

Utilizacion de la transformacion genética

Los métodos de transformacion genética que se
utilizan para introducir al interior de las células ve-
getales, el ADN exdgeno que se quiere expresar en
la planta constituye otra estrategia biotecnologica
para el desarrollo de la resistencia a hongos en cul-
tivos economicamente importantes como el bana-
no. Varios genes han sido utilizados para combatir
este patogeno. En este sentido Paul et al. (2011)
ensayaron los genes Bcl-xl, Ced-9 y Bcl-2 3° UTR
en el cultivar de banano ‘Lady Finger’ (AA). Los
resultados demostraron la sobreexpresion del gen
Bcl-2 3° UTR en las lineas que manifestaron resis-
tencia a FOC. Por otra parte, observaron como ca-
racteristico la apoptosis en plantas hospederas con-
tra patogenos necrotroficos, donde el patogeno pro-
vocoé la muerte del tejido e incremento su potencial
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constitutive expressions of these defensins in elite
banana plants in the cultivar Rasthali (Musa AAB),
which, in turn, displayed resistance to the infection
with race 1 of FOC, in both in vitro and in vivo
studies.

On the other hand, Mahdavi et al. (2012)
showed the expression of genes of thaumatin in
rice (Oriza sativa) in transgenic banana plants
resistant to FOC TR4. Later, genes obtained
from onions (Allium cepa) which are codifying
for an antimicrobial protein (Ace-AMP1) were
introduced and expressed in transgenic bananas
(Mohandas et al., 2013). Likewise, Ghag et al.
(2014) developed a procedure for transformation
in bananas mediated by Agrobacterium for the
expression of siRNAs aimed at vital FOC genes.
After eight months of evaluations, they obtained
five transgenic lines with levels of resistance to
FOC. In turn, Zhuang et al. (2016) demonstrated
the antagonistic effect of multifunctional protein B4
from the virus Banana bunchy top virus (BBTV)
against F oxysporum in bananas. This offers new
insights for the breeding of transgenic resistance
to Fusarium, taking the virus-fungus interaction
into consideration. Likewise, Dale et al. (2017)
obtained two transgenic Cavendish lines, the first of
which was transformed using gene RGA2, isolated
from a diploid banana plant resistant to FOC RT4.
The second line was transformed, using gene Ced9
from nematodes. After three years of field tests,
they displayed resistance to FOC RT4.

As these examples show, genetic transformation
has been, in recent years, the biotechnological
technique with the highest expectation for genetic
breeding in the crop. However, most studies
show no long-term field results to help evaluate
the efficiency of the genes in situ (Ploetz, 2015).
Hence the comprehension of the host-pathogen
interaction in terms of defense, and the paths
related to virulence mechanisms help identify the
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de crecimiento mas rapido. En otro estudio, Ghag
et al. (2012) insertaron genes de petunia (Petunia
hybrida) que codifican las defensinas PhDef1 y Ph-
Def2 en plantas de banano usando como explantes
suspensiones celulares embriogénicas; y como sis-
tema de transformacion el empleo de Agrobacte-
rium tumefaciens, se encontraron altos niveles de
expresion constitutiva de estas defensinas en plan-
tas ¢élites de banano en el cultivar Rasthali (Musa
AAB); que a su vez mostraron resistencia contra la
infeccion de la raza 1 de FOC en estudios tanto in
Vitro cOMo in vivo.

Por otro lado, Mahdavi et al. (2012) demostra-
ron la expresion de genes de taumatina de arroz
(Oriza sativa) en plantas transgénicas de banano
con resistencia a la TR4 de FOC. Posteriormente,
genes obtenidos de cebolla (Allium cepa) codi-
ficantes para una proteina antimicrobiana (Ace-
AMP1) fueron introducidos y expresados en bana-
nos transgénicos (Mohandas et al., 2013). Por otra
parte, Ghag et al. (2014) desarrollaron un proce-
dimiento de transformacion en banano mediada
por Agrobacterium para la expresion de siRNAs
dirigidos contra genes vitales de FOC. Después
de ocho meses de evaluacion obtuvieron cinco li-
neas transgénicas con niveles de resistencia a FOC.
Mientras que Zhuang et al. (2016) demostraron el
efecto antagoénico de la proteina multifuncional B4
del virus Banana bunchy top virus (BBTV) con-
tra F. oxysporum en banano. Lo cual ofrece nuevos
conocimientos para el mejoramiento de la resisten-
cia transgénica a Fusarium teniendo en cuenta la
interaccion virus-hongo. Por otro lado, Dale et al.
(2017) obtuvieron dos lineas de Cavendish transgé-
nico: la primera linea fue transformada con el gen
RGA? aislado de un banano diploide resistente a la
RT4 de FOC; y la segunda fue transformada con el
gen Ced9 derivado de nematodos. Después de tres
afnos de pruebas en campo demostraron resistencia
ala RT4 de FOC.
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critical steps to develops resistant cultivars using
genetic approaches.

Early resistance selection

The early selection of the resistance in plants
to different special forms (f. sp.) of F. oxysporum
has been an essential goal in conventional and
biotechnological genetic breeding. This type of
selection has increased due to the advances on
studies on plant processes, on the biology of
pathogens and on the understanding of the plant-
pathogen interaction. The use of fungus culture
filtrates (FCH) and toxins, and even dual cultures
are promising for this process. The first and most
crucial step when evaluating a new banana clone
is selecting the resistance to the difference races
of wilt by FOC (Buddenhagen, 2009). Therefore,
the development of efficient methods to help select
susceptible and resistant to this pathogen is a
priority in the genetic breeding of this crop. To date,
different groupd of researchers have developed
two selection systems for the resistance of banana
plants to FOC: 1) selection ex vitro and in vivo by
planting banana propagules in pots, or in the field
with the inoculant of the natural or artificial fungus;
2) selection in vitro, using propagules or FCH and
toxins as selection agents. Below are some of the
experiences of the selection of the resistance of
banana plants to FOC with the use of the selection
systems mentioned.

Ex vitro and in vivo evaluations of the resistance
to the RT4 of FOC in banana propagules

The ex vitro and in vivo selections to evaluate
the resistance to diseases have been the main
selection methods for many years. They consist of
the natural infection with spores from the fungus
and are currently still being used. Below are the
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Como se puede apreciar, en los ultimos afios
la transformacion genética constituye la técnica
biotecnoldgica de mayor expectativa para el mejo-
ramiento genético en el cultivo. Sin embargo, los
resultados de campo a largo plazo que contribuyan
a evaluar la eficacia de los genes in sifu no estan
presentes en la mayoria de los estudios (Ploetz,
2015). Por ello, la comprension de la interaccion
hospedero-patégeno en términos de defensa; y las
rutas relacionadas con los mecanismos de virulen-
cia permite identificar pasos criticos para desarro-
llar cultivares resistentes empleando enfoques ge-
néticos.

Seleccion temprana de resistencia

La seleccion temprana de la resistencia en plan-
tas frente a diferentes formas especiales (f. sp.) de
F. oxysporum ha sido un objetivo primordial en el
mejoramiento genético convencional y biotecnolo-
gico. La misma se ha incrementado por el avance
en los estudios tanto de los procesos de la planta, y
la biologia de los patdgenos como del entendimien-
to de la interaccion planta—patdgeno. El empleo de
filtrados del cultivo de hongos (FCH) y toxinas e
incluso cultivos duales para este proceso son pro-
metedores. El primero y mas crucial de todos los
pasos al evaluar un nuevo clon de banano es la se-
leccion de la resistencia a las diferentes razas de
marchitez por FOC (Buddenhagen, 2009). Por lo
tanto, constituye una prioridad el desarrollo de mé-
todos eficientes que permitan seleccionar cultivares
susceptibles y resistentes a este patégeno, en el me-
joramiento genético en el cultivo. Hasta el momen-
to, diferentes grupos de investigadores han desarro-
llado dos sistemas de seleccion para la resistencia
del banano a FOC: 1) seleccion ex vitro e in vivo
mediante plantacion de propagulos de banano en
macetas, y en campo con inoculo del hongo natu-
ral o artificial; 2) seleccion in vitro utilizando como
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results of the evaluation for resistance to FOC
RT4 of banana cultivars, plantains and Cavendish
somaclonal variants with those selection systems,
provided by the Taiwan Banana Research Institute
(Huang et al., 2005).

Dita et al. (2011) obtained a quick and reliable
bioassay for the evaluation of resistance to FOC
RT4 under greenhouse conditions. They used a
double pot system, following Mohamed et al.
(2000). The roots of seedlings from the in vitro
culture of the cultivar Gran Enano (grupo AAA)
were cut at a length of approximately 40 cm.
They then carried out the inoculation process
individually with three isolations of the RT4 of
the fungus (NRRL36114, FOC-115 and BPS3.4)
of the GCV [01213] and one isolation of race 1,
CNPMFOS8-R1. The inoculation was carried out by
submerging the root for 30 minutes in a suspension
of 10° conidia mL™" of the fungus. The inoculated
seedlings were planted in 8 L pots containing
sterile river sand as a substrate and supplemented
with 20 g of maize grains pre-colonized with FOC.
The evaluation of the resistance was carried out
between days 7 and 40 after the inoculation of the
seedlings by evaluating the internal symptoms and
the decoloring of the rhizome. The results showed
that the bioassay described under controlled
greenhouse conditions was reliable to obtain a
response of resistance on the reaction of the host
to FOC. In addition, the bioassay presented a
useful tool to carry out accurate studies in the
plant-pathogen interaction. In this sense, Li et al.
(2015) studied the resistance to FOC RT4 in eight
genotypes of wild banana plants (Musa acuminata
subsp. burmannica, M. balbisiana, M. basjoo, M.
itinerans, M. nagensium, M. ruiliensis, M. velutina
and M. yunnanensis) under greenhouse and field
conditions. For the greenhouse tests, the banana
seedlings from the in vitro culture were inoculated
by punching holes at the bottom of the pseudostem,
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agente de seleccion propagulos o FCH y toxinas. A
continuacion, se recogen algunas experiencias de
la seleccion de la resistencia del banano a FOC con
el uso de los sistemas de seleccion mencionados.

Evalucion ex vitro e in vivo de la resistencia a la
RT4 de FOC en propagulos de banano

La seleccion ex vitro e in vivo para evaluar la
resistencia a enfermedades constituyen los prin-
cipales métodos de seleccion desde hace muchos
afnos. Consisten en la infeccion natural con espo-
ras provenientes del hongo y en la actualidad con-
tintian siendo utilizados. Seguidamente, se mues-
tran resultados en la evaluacion para resistencia a
la RT4 de FOC de cultivares de bananos, platanos
y variantes somaclonales de Cavendish mediante
estos sistemas de seleccion proporcionados por el
Instituto de Investigaciones del Platano de Taiwan
(Cuadro 1) (Huang et al., 2005).

Dita et al. (2011) obtuvieron un bioensayo rapi-
do y confiable para la evaluacion de la resistencia
a la RT4 de FOC en condiciones de invernadero.

along with a suspension of 5 x 10° spores mL"! of
the fungus. After this process, the resistance was
selected every day for 65 days by evaluating the
expression of internal and external symptoms of the
disease in the seedlings. For external symptoms,
it was carried out using a grading scale with four
categories: 0 = no symptoms; 1 = initial yellowing,
mainly on the lower leaves; 2 = yellowing of all
the lower leaves with a certain decoloring of
the youngest leaves; 3 = all leaves with intense
yellowing or dead plant. Meanwhile, the internal
symptoms were evaluated using a scale based on
the decoloring of the rhizome: 0 = no symptoms, 1
=1-20%,2=21-40% and 3 =>40% of decolored
rhizomes. The field selecion test was carried out
on an experimental field naturally infested with
FOC RT4. The evaluation of the expression of
external symptoms of the disease was carried out
every two weeks for 12 months after planting and
internal symptoms were evaluated at the end of
the experiment (12 months) according to the scale.
The results showed that there are different sources
of resistance to FOC RT4, which is an important

Cuadro 1. Resultados en la evaluacién para resistencia a la RT4 de FOC de cultivares de bananos, platanos

y variantes somaclonales de Cavendish.

Table 1. Results in the evaluation for resistance to RT4 of FOC in banana, plantains and somaclonal variants

of Cavendish cultivars.

Respuesta a RT4 de

Cultivar Lugar FOC Referencia
‘FHIA 01° FAO, Malasia Resistente Huang et al. (2005)
. R International Musa Testing Programme, .

FHIA 02 Phase IT1 (IMTP IIT) China Resistente Huang et al. (2005)
‘FHIA 03° Journal of Tropical Crops China Resistente Zisi et al. (2009)
‘FHIA 17° Papua New Guinea Resistente Molina et al. (2011)
‘FHIA 18’ Journal of Tropical Crops China Altamente Resistente  Zisi et al. (2009)

. s International Musa Testing Programme, . Molina et al. (2011)
FHIA 21 Phase IIT (IMTP IIT), China Resistente Huang et al. (2005)
‘FHIA 23° FHIA: Bananas Database Susceptible Houbin et al. (2004)

‘FHIA 25° Journal of Tropical Crops China Altamente Resistente  Zisi et al. (2009)
Papua New Guinea Resistente Molina et al. (2011)
‘FORMOSANA’ Taiwan Resistente Hwang y Ko (2007)
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Para ello utilizaron un sistema de doble maceta
segiin Mohamed et al. (2000). Las plantulas pro-
venientes del cultivo in vitro del cultivar Gran
Enano (grupo AAA) les realizaron cortes a las
raices a una longitud aproximadamente de 40 cm.
Después, realizaron el proceso de inoculacion de
forma individual con tres aislados de la RT4 del
hongo (NRRL36114, FOC-115y BPS3.4) del GCV
[01213]; y un aislado de la raza 1, CNPMFOS8-R1.
La inoculacion se realizé mediante la inmersion de
la raiz durante 30 minutos en una suspension de 10°
conidios mL"' del hongo. Las plantulas inoculadas
fueron sembradas en macetas de 8 L que contenian
como sustrato arena de rio estéril; y suplementada
con 20 g de granos de maiz pre-colonizados con
FOC. La evaluacion de la resistencia se realizo a
los siete hasta los 40 dias después de la inoculacion
de las plantulas, mediante la evaluacion de los sin-
tomas internos y la decoloracion del rizoma. Los
resultados mostraron que el bioensayo descrito en
condiciones controladas de invernadero fue confia-
ble para obtener una respuesta de resistencia en la
reaccion del huésped a FOC. Ademas, el bioensayo
mostré una herramienta util para realizar estudios
precisos en la interaccion planta-patégeno. En este
mismo sentido, Li ef al. (2015) estudiaron la resis-
tencia a la RT4 de FOC en ocho genotipos silvestres
de banano (Musa acuminata subsp. burmannica,
M. balbisiana, M. basjoo, M. itinerans, M. nagen-
sium, M. ruiliensis, M. velutina y M. yunnanensis)
en condiciones de invernadero y en campo. Para
las pruebas en invernadero procedieron a la inocu-
lacion de las plantulas de banano provenientes del
cultivo in vitro mediante la puncion de orificios en
la base del pseudotallo; con una suspension de 5 x
10%esporas mL! del hongo. Después de este proce-
so, realizaron la seleccion de la resistencia cada dos
dias hasta los 65 dias mediante la evaluacion de la
expresion de los sintomas internos y externos de
la enfermedad en las plantulas. Para los sintomas

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021

genetic resource for banana genetic breeding
programs that intend to obtain cultivars resistant to
wilt by FOC RT4. However, studies related to the
resistance to FOC RT4 continue, as indicated with
examples in Table 1.

In vitro selection using propagules or filtrates of
the fungal culture and toxins

Wu et al. (2010) developed an in vitro bioassay
methodology for the early detection of resistance
or susceptibility to FOC RT4 in six cultivars of
Musa (Brazil Xiangjiao subgroup AAA, Guangfen
Num.l subgruoup ABB, Formosana subgroup
AAA, Nongke No.l1 subgroup AAA, GCTCV-119
subgroup AAA and Dongguan Dajiao subgroup
AAA). The rooted in vitro banana seedlings
were inoculated in their culture medium via a
suspension of 10° conidia mL™! of FOC. After 24
days of inoculation, the selection of the resistance
to the pathogen was carried out on the banana
seedlings using a scale of 0 to 6 degrees of severity,
suggested by the same authors. The results showed
that the two susceptible cultivars (Brazil Xiangjiao
and Guangfen No.1) presented the highest degrees
of severity of the disease in comparison with the
four resistant cultivars tested (Formosana, Nongke
No.l, GCTCV-119 and Dongguan Dajiao). This
shows that the promising resistant clones obtained
with traditional genetic breeding techniques can
be directly analyzed using the in vitro bioassay
described. This method is more time-efficient,
since it requires no acclimatization stage for the
plants. Meanwhile, Saraswathi et al. (2016) carried
out the selection of mutants of banana plants of the
Rasthali cultivar (Silk, AAB) with resistance to race
1 of the FOC GCV [0124/5] by in vitro selection,
using FCH and the toxin (fusaric acid) as selection
agents. The individual buds of the banana mutants
obtained after the third or fourth subculture were
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externos, fue mediante una escala de calificacion
de cuatro clases: 0 = sin sintomas; 1 = amarilla-
miento inicial, principalmente en las hojas inferio-
res; 2 = amarillamiento de todas las hojas inferiores
con cierta decoloracion de las hojas mas jovenes; 3
= todas las hojas con intenso amarilleamiento o
planta muerta. Mientras que los sintomas internos
fueron evaluados por medio de una escala basada
en la decoloracion del rizoma: 0 = sin sintomas, 1
=1-20%,2=21-40%1y 3 =>40% de rizoma
descolorido. La prueba de seleccion en campo se
realizd en una parcela experimental infestada de
forma natural con la RT4 de FOC. La evaluacion de
expresion de los sintomas externos de la enferme-
dad se realiz6 cada dos semanas hasta los 12 meses
después de la siembra; y, los sintomas internos se
evaluaron al final del experimento (12 meses) de
acuerdo a la escala. Los resultados mostraron que
existen diferentes fuentes de resistencia a la RT4 de
FOC, lo cual constituyen un importante recurso ge-
nético para los programas de mejoramiento genéti-
co del banano con el interés de obtener cultivares
resistentes al marchitamiento para la RT4 de FOC.
Sin embargo, se contintan los estudios relaciona-
dos a la resistencia a RT4 de FOC como se indican
solo algunos.

Seleccion in vitro con uso de propagulos o filtra-
dos del cultivo del hongo y toxinas

Wu et al. (2010) desarrollaron una metodologia
de bioensayo in vitro para la temprana deteccion de
la resistencia o susceptibilidad a la RT4 de FOC en
seis cultivares de Musa (Brazil Xiangjiao subgrupo
AAA, Guangfen No.l subgrupo ABB, Formosa-
na subgrupo AAA, Nongke No.l subgrupo AAA,
GCTCV-119 subgrupo AAA y Dongguan Dajiao
subgrupo AAA). Las plantulas enraizadas in vitro
de banano fueron inoculadas en su medio de cul-
tivo mediante una suspension de 10° conidios mL!
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transferred to the multiplication culture medium
and supplemented with different concentrations
of the toxin (commercial fusaric acid) (Sigma
Aldrich, U.S.A.) (0.0125; 0.025; 0.0375; 0.05
and 0.0625 mM) and with concentrations of 3,
4,5, 6, 7 and 8% of the FCH; in addition, they
added growth regulator. After three weeks, they
observed a survival rate of 50% for the explants
in the concentration of 0.050 mM of the toxin and
7% with the filtrate of the fungal culture. In higher
concentrations, they observed a rapid reduction in
the growth of the banana mutant buds. After three
months, the selected mutants were transferred in
order to carry out the tests in pots under conditions
controlled by the inoculation into the substrate with
a suspension of spores of 12 x 10° conidia mL"!
of the fungus. After six months of the process of
evaluation of the resistance, three putative mutants
were obtained with resistance to FOC race 1, which
were massively multiplied in vitro to continue other
studies on the interaction.

It is worth pointing out that in order to establish
resistance selection systems, determining a correct
concentration of the filtrate of the pathogen culture
or toxin is necessary for the expression of the
differential phytotoxic activity between varieties.
This increases the possibilities of obtaining stable
lines for disease-resistant plants (Svabova and
Lebeda, 2005). As indicated, even when in vitro
selections are carried out, allegedly resistant plants
must undergo field studies. The disease caused by
FOC has relatively long incubation periods under
these conditions. In other words, many months can
go by between the infection of the roots and the
yellowing and collapse of the limbo of the leaves
(external symptoms). Therefore, a large number of
plants must be followed up for a prolonged time.

The above statements indicate the need to
develop alternative, quick and non-destructive
methods for the selection of resistance of banana
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de FOC. Después de 24 dias de la inoculacion se
realizé la seleccion de la resistencia al patogeno
sobre las plantulas de banano mediante una escala
de 0 a 6 grados de severidad, propuesta por los mis-
mos autores. Los resultados mostraron que los dos
cultivares susceptibles (Brazil Xiangjiao y Guan-
gfen No.l) presentaron los mayores grados de se-
veridad de la enfermedad, en comparacion con los
cuatro cultivares resistentes probados (Formosana,
Nongke No.l, GCTCV-119 y Dongguan Dajiao).
Lo cual evidencia que los prometedores clones re-
sistentes obtenidos mediante técnicas de mejora-
miento genético tradicionales pueden ser analiza-
dos de forma directa mediante el bioensayo in vitro
descrito; este método eficientiza los tiempos dado
a que no necesita una etapa de aclimatizacion para
las plantulas. Mientras, Saraswathi et al. (2016)
realizaron la seleccion de los mutantes de banano
del cultivar Rasthali (Silk, AAB) con resistencia a
laraza 1 del GCV [0124/5] de FOC mediante la se-
leccion in vitro. Para ello, utilizaron como agentes
de seleccion el FCH y la toxina (acido fusarico).
Los brotes individuales de los mutantes de bana-
no obtenidos después del tercer o cuarto subcultivo
fueron transferidos al medio de cultivo de multipli-
cacion, suplementado con diferentes concentracio-
nes 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,
7y 8% del FCH. Ademas, anadieron el regulador
de crecimiento. Después de tres semanas observa-
ron el 50% de supervivencia de los explantes en la
concentracion de 0.050 mM de la toxina y 7% con
el filtrado del cultivo del hongo. En concentracio-
nes 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 me-
diante la inoculacion al sustrato con una suspension
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to FOC in the resistance selection test under
field conditions. In this sense, Companioni et
al. (2003) developed a procedure for the foliar
differentiation of resistance and susceptibility of
banana cultivars to FOC race 1, GCV [01210]
by means of leaves-boring bioassay (bioassay on
banana detached leaves) in and the application
of FCH. The evaluation bioassay consisted in
collecting middle-aged banana cultivar leaves in
the field: Gros Michel (group AAA, susceptible)
and FHIA-01 (group AAAB, resistant), on which
FCH was applied. The application was made on
three different positions of the adaxial side of the
leaf limbo: distal, middle and proximal. After 48
hours, the phytotoxic activity of the fungal culture
filtrates was evaluated with the symptomatological
expression of necrosis formed around the point of
application of FCH, expressed as the area of the
elliptic lesion (mm2) (Figure 3). Forty-eight hours
after the FCH was applied on banana leaves, the
greatest statistical differences between cultivars
were observed.

Other studies (Companioni et al., 2005;
2012) included evaluations of other indicators,
such as biochemical components (Figure 4). The
discriminant analysis for the differentiation of
resistance and susceptibility of banana cultivars,
used in the genetic breeding program, is a novel
aspect in this investigation.

This estimation was carried out using a data
matrix that included the effect of the FCH (area
of the lesion and levels of phenols, both free
and linked to the cell walls, aldehydes except
malondialdehyde, and proteins) on the leaves of
18 cultivars. After the discriminant analysis, two
functions were obtained; one for resistant cultivars
and the other for susceptible ones. Each plant of
the matrix was evaluated according to discriminant
functions and classified as resistant or susceptible
for 94.4% of all cases (68 plants out of 72). The
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de esporas de 12 x 10° conidios mL™ del hongo.
Posterior a los seis meses del proceso de evalua-
cion de la resistencia obtuvieron tres mutantes pu-
tativos resistentes a la raza 1 de FOC. Los cuales
fueron multiplicados in vitro de forma masiva para
continuar otros estudios en la interaccion.

Es importante sefialar que, para el estableci-
miento de sistemas de seleccion de la resistencia
es necesaria la determinacion de una concentracion
correcta del filtrado del cultivo patdégeno o toxina,
para la expresion de la actividad fitotoxica diferen-
cial entre variedades. Lo cual incrementa las posi-
bilidades de obtener lineas estables de plantas con
resistencia a las enfermedades (Svabové y Lebeda,
2005). Como se puede mostrar, aunque se realicen
selecciones in vitro las plantas supuestamente re-
sistentes deben someterse a estudios en campo. La
enfermedad causada por FOC tiene periodos rela-
tivamente largos de incubacion bajo estas condi-
ciones. En otras palabras, desde la infeccion de las
raices hasta el amarillamiento y colapso del limbo
de las hojas (sintomas externos) pueden transcurrir
varios meses. Por lo tanto, se debe realizar un se-
guimiento a un gran nimero de plantas durante un
prolongado tiempo.

Los planteamientos anteriores indican la necesi-
dad del desarrollo de métodos alternativos, rapidos
y no destructivos para la seleccion de la resistencia
del banano a FOC en las pruebas de seleccion de
resistencia en condiciones de campo. En este as-
pecto, Companioni et al. (2003) desarrollaron un
procedimiento para la diferenciacion foliar de la re-
sistencia y susceptibilidad de cultivares de banano
alaraza 1 de FOC, GCV [01210] mediante el bio-
ensayo de punteadura en hojas (bioensayo en hojas
de banano desprendidas); y la aplicacion de FCH.
El bioensayo de evaluacion consistié en la colecta
en campo de hojas de mediana edad de dos cultiva-
res de banano: Gros Michel (grupo AAA, suscep-
tible) y FHIA-01 (grupo AAAB, resistente); a los
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described method is a useful tool to increase the
efficiency of the selection under ex vitro and in vivo
conditions, regardless of environmental conditions
or the favorable season for the development of the
disease. It also helps evaluate an important number
of samples in the laboratory and to speed up the
genetic breeding programs for this disease. For this
reason, Garcia et al. (2020) proved that the method
to differentiate the susceptibility or resistance
to Fusarium described earlier can be carried out
quickly and in a non-destructive way with the use of
treated FCH on the leaves for different populations
of the pathogens. This could be applicable to the
genetic breeding programs for musaceae, both
conventional and biotechnological. On the other
hand, they lay the foundations for future projects
related to the identification of the specificity of
alleged avirulence genes of the causal agent. In
this regard, Portal et al. (2018) studied the toxic
components of FCH ofrace 1 of FOC GCV [01210]
using the bioassay described by Companioni et al.
(2003) and they isolated the extracellular microbial
metabolites implied in the response of the plant.
In the latter, they obtained a culture filtrate of the
specific host and they characterized the phytotoxic
compounds such as fusaric acid, bovericin and
fumonisin B1. These results are the basis for the
direct isolation of avirulence genes of the pathogen
and genes for the resistance in banana plants via
advanced genetics for use in genetic breeding
programs for the crop.

The results presented in this revision show the
potential of plant biotechnology and other tools in
the field of genetic breeding for the crop, in which
biotechnological techniques constitute feasible tools
in the search for resistance to FOC. In this regard,
genetic transformation is the biotechnological
technique with the highest expectations in recent
years. However, most field studies lack long-
term results that contribute to the evaluation of
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que se les aplicé el FCH. La aplicacion se realizd
en tres posiciones diferentes en el lado adaxial del
limbo de la hoja: distal, media y proximal. Trans-
curridas 48 horas se evalud la actividad fitotoxica
de los filtrados del cultivo del hongo, a través de
la expresion sintomatologica de necrosis formada
alrededor del punto de aplicacion del FCH, expre-
sada como area de la lesion eliptica (mm?) (Figura
3). A las 48 horas de la aplicacion del FCH en las
hojas de banano se observaron las mayores diferen-
cias estadisticas entre los cultivares.

En otros estudios (Companioni et al., 2005;
2012) incluyeron evaluaciones de otros indicado-
res, tales como componentes bioquimicos (Figura
4). El analisis de la discriminante para la diferen-
ciacion de la resistencia y susceptibilidad de culti-
vares de banano, utilizado en el programa de mejo-
ramiento genético constituye un aspecto novedoso
en esta investigacion. Tal estimacion se realizd a
partir de una matriz de datos que incluyo el efec-
to del FCH (area de la lesion y niveles de fenoles
libres y ligados a las paredes celulares, aldehidos,
excepto malondialdehido, y proteinas) en hojas
de dieciocho cultivares. Tras el analisis discrimi-
nante, se obtuvieron dos funciones, una para los
cultivares resistentes, y otra para los susceptibles.
Se evalu6 cada planta de la matriz, segtin las fun-
ciones discriminantes; y estas se clasificaron en re-
sistentes o susceptibles al 94.4% de los casos (68
de 72 plantas). El método descrito constituye una
herramienta 1til para incrementar la eficiencia de
la seleccidn en condiciones ex vitro e in vivo, sin
tener en cuenta las condiciones ambientales, y la
época del afio favorable para el desarrollo de la en-
fermedad. También permite evaluar un nimero im-
portante de muestras en condiciones de laboratorio,
y 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. Por tal motivo, Garcia et al.
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A=19/4 ab
A — érea de la elipse (mm?).
a— semi-eje mayor (mm).

b — semi-eje menor (mm).

1-3.14

Figura 3. Expresion sintomatologica de necrosis formada
alrededor del punto de aplicacion del filtrado del
cultivo del hongo, expresada como area de la le-
sion eliptica (mm?).

Figure 3. Symptomatologic expression of necrosis formed
around the point of application of the fungal cul-
ture filtrate, expressed as the area of the ellipti-
cal lesion (mm?).

genes in situ. Therefore, understanding the host-
pathogen interaction in terms of defense and the
paths related to the virulence mechanisms help
identify critical steps towards the development
of resistant cultivars using genetic approaches.
However, the selection systems for resistance to
this disease under field conditions are laborious,
destructive and time-consuming. For these reasons,
the development of efficient methods for the early
selection of resistance to FOC are a useful tool for
accurately studying the plant-pathogen interaction
and increasing the efficiency of genetic breeding
for the crop.

Perspectives

Scientific studies reported globally, related to
the host-pathogen interaction of the binome Musa
spp. and Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
indicate that the current and future tendency is
the search for materials resistant to the pathogen
via diverse biotechnology techniques, such as
somaclonal variation, induced in vitro mutagenesis
and genetic transformation itself, which are
supported by methodologies for the early detection
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Figura 4. Método para la diferenciacion a nivel foliar de la resistencia a Fusarium oxysporum f{. sp. cubense raza 1 en banano
segiin Companioni et al. (2012).

Figure 4. Method to differentiate the resistance to Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 in banana plants at a foliar
level, according to Companioni ef al. (2012).
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(2020) demostraron que el método para la diferen-
ciacion de la susceptibilidad o resistencia a marchi-
tez por Fusarium descrito con anterioridad puede
realizarse de forma rapida, y no destructiva con el
uso del FCH tratados en las hojas para diferentes
poblaciones del patdégeno. Lo cual podria ser apli-
cable para los programas de mejoramiento genético
de musaceas tanto convencional como biotecnolo-
gicas. Por otro lado, propician las bases para futu-
ros proyectos relacionados con la identificacion de
los metabolitos fitotoxicos, y de la especificidad de
presuntos genes de avirulencia del agente causal.
En este aspecto, Portal et al. (2018) estudiaron me-
diante el bioensayo descrito por Companioni et al.
(2003) los componentes toxicos de los FCH de la
raza 1 de FOC GCV [01210]; y aislaron los meta-
bolitos microbianos extracelulares implicados en la
respuesta de la planta. Donde obtuvieron un filtra-
do de cultivo del hospedero especifico, y caracteri-
zaron los compuestos fitotoxicos como acido fusa-
rico, bovericina y fumonisina B1. Estos resultados
constituyen la base para el aislamiento directo de
genes de avirulencia del patogeno, y genes de re-
sistencia en banano mediante la genética avanzada
para su uso en programas de mejoramiento genéti-
co en el cultivo.

Los resultados presentados en esta revision evi-
dencian el potencial de la biotecnologia vegetal y
otras herramientas en el campo del mejoramiento
genético en el cultivo. Donde las técnicas biotec-
noldgicas constituyen herramientas factibles en la
busqueda de la resistencia a FOC. En este senti-
do, la transformacion genética representa la técnica
biotecnologica de mayor expectativa en los Gltimos
afios. Sin embargo, la mayoria de los estudios de
campo carecen de resultados a largo plazo que con-
tribuyan a evaluar la eficacia de los genes in situ.
Por ello, la comprension de la interaccion hospe-
dero-patdgeno en términos de defensa; y las rutas
relacionadas con los mecanismos de virulencia
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of resistance, with partially successful results thus
far. Diverse work groups have been formed to face
this phytopathological problem; those in Southeast
Asia are particularly important, since it is where
FOC RT4 was first detected, in 1990. In June of
2019, plants with FOC symptoms were observed in
Colombia, only 19 years later. This was a warning
for OIRSA member countries, including Mexico,
and by July 25, 2019, the SADER-SENASICA
(2019) claimed to be ready to prevent the entry
of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense
RT4 into the country, and reinforced security and
prevention measures to mitigate the risk of its entry.
It also made a priority out of training technicians
and farmers, in which epidemiological surveillance
was crucial. Regarding scientific research to face
the problem that draws near, little progress has been
made in Mexico. It is therefore crucial for research-
focused institutions to address this problem.

CONCLUSIONS

The results presented in this revision show the
potential of plant biotechnology and other tools
in the field of genetic breeding in the crop. They
help speed up the genetic breeding programs for
resistance to this disease. The genetic transformation
is the biotechnological technique that has provided
the greatest expectations in recent years. However,
most field studies lack long-term results that help
evaluate the efficiency of the genes in situ. Due to
this, the development of efficient methods for the
early selection of resistance to FOC is a useful tool
to carry out accurate studies in the plant-pathogen
interaction and to increase the efficiency of the
genetic breeding programs for resistance to FOC
in the crop.

End of the English version ~~—~——~——~—
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permite identificar pasos criticos para desarrollar
cultivares resistentes empleando enfoques genéti-
cos. Pero, los sistemas de seleccion para la resisten-
cia a esta enfermedad en condiciones de campo re-
sultan trabajosos, destructivos y consumen mucho
tiempo. Por estas razones, el desarrollo de métodos
eficientes para la seleccion temprana de la resis-
tencia a FOC constituye una herramienta util para
realizar estudios precisos en la interaccidén planta-
patoégeno; y aumentar la eficiencia de los progra-
mas de mejoramiento genético en el cultivo.

Perspectivas

Estudios cientificos reportados en todo el mundo
relacionados a la interaccion hospedante-patogeno
del binomio Musa spp. y Fusarium oxysporum f.
sp. cubense indican que la tendencia en el presente
y futuro es la busqueda de materiales resistentes al
patégeno mediante el uso de las diversas técnicas
de la biotecnologia como lo son la variaciéon soma-
clonal, mutagenisis in vitro inducida y la transfor-
macion genética mismas que son apoyadas con me-
todologias para la deteccion temprana de la resis-
tencia; con resultados parcialmente exitosos hasta
ahora. Grupos diversos de trabajo se han formado
para afrontar este problema fitopatologico, desta-
can los del continente asiatico donde se detect6 por
primera vez ¢ FOC RT4 en 1990. En junio de 2019
se observaron plantas con sintomas de FOC en Co-
lombia, tan solo 19 afos después. Esto alert6 a los
paises miembros del OIRSA del cual México forma
parte; para el 25 de julio de 2019, a través de la SA-
DER-SENASICA (2019) senal6d estar preparado
para prevenir la entrada al pais del hongo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense RT4. Reforzar las medi-
das de vigilancia y prevencion sanitarias para mi-
tigar el riesgo de entrada; asi como la capacitacion
de técnicos y productores son prioridad, donde el
programa de vigilancia epidemioldgica forma parte
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fundamental. En relacion a investigacion cientifica
para enfrentar este problema que se avecina poco
se ha avanzado en México. Por lo que, es una ne-
cesidad inminente que instituciones enfocadas a la
investigacion aborden este problema.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en esta revision
muestran el potencial de la biotecnologia vegetal
y otras herramientas en el campo del mejoramiento
genético en el cultivo. Los cuales permiten acelerar
los programas de mejoramiento genético de la re-
sistencia a esta enfermedad. La transformacion ge-
nética representa la técnica biotecnoloégica de ma-
yor expectativa en los ultimos afios. Sin embargo,
la mayoria de los estudios de campo carecen de re-
sultados a largo plazo que contribuyan a evaluar la
eficacia de los genes in situ. Por ello, el desarrollo
de métodos eficientes para la seleccion temprana
de la resistencia a FOC constituye una herramienta
util para realizar estudios precisos en la interaccion
planta-patdégeno; y aumentar la eficiencia de los
programas de mejoramiento genético para la resis-
tencia a FOC en el cultivo.
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