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Resumen

RESUMEN
La propagacion in vitro a partir de yemas axilares tiene como limitantes los bajos
coeficientes de multiplicacion y la necesidad de realizar un elevado niumero de
operaciones manuales. En cambio, el empleo de la embriogénesis somatica,
permite obtener producciones superiores en un menor periodo de tiempo y costo
mas bajo. El presente trabajo se realizo6 en el Laboratorio de Biotecnologia del
Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) y en la Biofabrica de
Cienfuegos, con el objetivo de evaluar el comportamiento en campo del cultivar
de platano vianda ‘INIVIT PV 06-30° proveniente de la propagacion por
embriogénesis somatica escalada en Biofabrica. La misma se realizé a partir de
brotes de yemas axilares y posteriormente se realizé su escalado a la Biofabrica
a través de tres subcultivos de propagacion y luego su evaluacién en
condiciones de campo. Como control del experimento en campo se utilizaron
materiales propagados por organogénesis, apices de cormos y plantas
provenientes de embriones soméaticos a partir de la metodologia que utiliza
como explante inicial los scalps de multiyemas para inducir el proceso de
embriogénesis somatica (referencia de INIBAP). Los resultados obtenidos en
esta investigacion evidenciaron la posibilidad de multiplicar el cultivar objeto de
estudio por embriogénesis somatica, inducida a partir del explante inicial de
apices de brotes de yemas axilares. Su escalada en Biofabrica durante tres
subcultivos in vitro, aclimatizacion de las plantulas y estudio en campo de la
estabilidad genética de las plantas regeneradas de los embriones somaticos

mostraron la factibilidad de su uso.



indice

INDICE
Pag.
INTRODUCCION 1
REVISION BIBLIOGRAFICA 5
2.1. Origen, sisteméatica y botanica. 5

2.2. Razones que justifican la aplicacion de la biotecnologia en la 5

produccién de semillas de los platanos y bananos.

2.3. Generalidades de la embriogénesis somatica. 6
2.3.1. Factores relacionados con la embriogénesis somatica. 7

2.3.2. Desarrollo de la embriogénesis somatica. 8
2.3.2.1.  Induccion de la embriogénesis somatica. 9

2.3.2.2. Establecimiento y  multiplicacion de 10
suspensiones celulares embriogénicas.

2.3.2.3  Formacioén y multiplicacién de los embriones 11
somaticos.

2.3.2.4  Maduracion y germinacion de los embriones 11

somaticos.
2.3.3. Embriogénesis somatica en Musa spp. 12
2.4. Variacion somaclonal. 13
2.5. Estabilidad genética de las plantas regeneradas por cultivo in 13

vitro.



indice

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Descripcion.

Procedimientos generales.
Establecimiento in vitro de los 4pices.
Desarrollo de la embriogénesis somatica.

Escalado en Biofabrica de la propagacion por embriogénesis
somatica.
Comportamiento en campo de las plantas obtenidas de

embriones somaticos.

4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.

4.2.

4.3.

Desarrollo de la embriogénesis somatica.

Escalado en Biofabrica de la propagacion por embriogénesis
somatica.

Comportamiento en campo de las plantas obtenidas de

embriones somaticos.

5.  CONCLUSIONES

6. RECOMENDACIONES

7. BIBLIOGRAFIA

15

15

16

17

18

20

21

24

24

30

30

44

45

46



Introduccion

1. INTRODUCCION

El mundo se enfrenta a la mas grave crisis alimentaria en mucho tiempo,
reflejada en el sostenido encarecimiento de los productos (Chavez, 2008).
Ante esta situacion es preciso formular estrategias que faciliten la produccién
de alimentos que se puedan obtener en el pais, dentro de ellas el platano.
La produccion de este cultivo en Cuba, contribuye a lograr la estabilidad de
productos alimentarios en el mercado, debido a su capacidad de producir
durante todos los meses del afio, asi como por su diversidad de usos
(Rodriguez, 2000).

La propagacion in vitro a partir de yemas axilares se ha generalizado a
escala comercial y se mantiene como método mas utilizado en esta especie
(Ahloowalia et al., 2004). Esta técnica de regeneracion de plantas tiene como
limitantes principales la necesidad de realizar un elevado numero de
operaciones manuales y bajos coeficientes de multiplicacién, lo cual
aumenta considerablemente los costos de produccion (Escalona et al., 2003;
Savangikar, 2004).

Sin embargo existen otras alternativas de propagacion menos utilizadas
como la embriogénesis somatica, la cual permite obtener producciones
superiores en un menor periodo de tiempo y a un costo mas bajo, lo cual
hace que este método sea potencialmente mas eficiente que la regeneracion
via organogénesis (lbaraki y Kurata, 2001). Ademas de, constituir una
herramienta auxiliar para la mejora genética de este cultivo como principal

aplicacion (Perea, 2001; Escalant y Jain, 2004).



Introduccion

En el caso de los platanos viandas del grupo AAB que no poseen la
inflorescencia masculina persistente, la embriogénesis somatica se aplica
mediante dos metodologias principales: a partir de scalps de multiyemas
(Dheda et al., 1991; Schoofs, 1997) y apices de brotes de yemas axilares
(Lépez et al., 2005).

Motivado por lo anterior, se utilizé el cultivar (cv.) ‘INIVIT PV 06-30° para
evaluar las metodologias de propagaciéon por embriogénesis somatica
disponible para los cultivares de platano vianda y que permitan su escalado
parcial en Biofabrica, teniendo en cuenta su uso como una alternativa para la
produccion de semillas y la satisfaccion de las necesidades del mercado.
Tomando en consideracion los antecedentes descritos anteriormente, se
plante6 la siguiente hipétesis de trabajo: “Es posible escalar de forma
parcial la propagacién por embriogénesis soméatica del cultivar de
platano vianda ‘INIVIT PV 06-30' (Grupo AAB) a la Biofébrica, como una
alternativa para la propagacion de plantas, manteniendo la estabilidad

genética de las plantas regeneradas en condiciones de campo.

Para validar la hipétesis anterior se plante6 como objetivo general:
Evaluar el comportamiento en campo del cv. de platano vianda ‘INIVIT PV
06-30’ proveniente de la propagacion por embriogénesis somatica escalada

en Biofabrica.
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Objetivos Especificos:

1. Definir una metodologia para la multiplicacién del cv. del platano vianda
‘INIVIT PV 06-30° por embriogénesis soméatica y su escalado en
Biofabrica a partir del explante inicial de apices de brotes de yemas
axilares.

2. Evaluar la estabilidad genética de las plantas regeneradas por
embriogénesis somatica en la Biofabrica.

Por tanto, el problema cientifico de la presente investigacién, consiste en la

necesidad de evaluar el comportamiento en campo del cv. de platano vianda

‘INIVIT PV 06-30’ proveniente de la propagacion por embriogénesis somatica

escalada en Biofabrica; para determinar la factibilidad de poder usar el nuevo

método de propagacion que se quiere introducir en el cultivar objeto de

estudio, de relativamente corto tiempo de introduccion en la produccion.

Novedad cientifica:

Consiste en el desarrollo de la regeneracion de plantas por embriogénesis
somaética del cv. ‘INIVIT PV 06-30’ y su escalado en Biofabrica, validado en
campo por primera vez a nivel nacional.

Valor practico:

Los resultados alcanzados posibilitaron contar con otro método de
regeneracion de plantas para la produccion de semillas en el cv. ‘INIVIT PV
06-30’, lo cual garantizard& mayor volumen de plantas producidas,

manteniendo una buena estabilidad genética en campo.
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Valor tedrico:

Los resultados alcanzados contribuyen al conocimiento del desarrollo de la
embriogénesis somatica en general y en especial en los platanos. Se
demuestra una vez mas la importancia del explante inicial para la induccion

del proceso embriogénico.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Origen, sistematica y botanica.

La peninsula Malaya en Asia, se ha considerado como probable centro de
origen primario del género Musa, tanto de Musa balbisiana como de Musa
acuminata, cuyos cruzamientos dieron lugar a todas las variedades
comestibles conocidas en América (Belalcazar, 1991). Su introduccion en
América, el cronista Oviedo sostiene que el platano fue llevado desde la
Gran Canaria a Santo Domingo por Fray de Berlanga en 1516 y de ahi a
Cuba (L6pez, 1999).

Los platanos y bananos pertenecen al orden Zingiberales, familia Musaceae
y género Musa. La familia esta formada por dos géneros: Ensete y Musa
(Simmonds y Weatherup, 1990).

El género Musa fue clasificado en las secciones Australimusa, Callimusa,
Rhodochlamys y Eumusa, siendo esta ultima la secciébn que contiene la

mayoria de los bananos y platanos comestibles (Osuji, 1997).

Ademas se incluyen también en este sistema de clasificacion internacional
los hibridos formados entre especies de este género (Eumusa x

Australimusa) (Daniells et. al.; 2001).

Los platanos viandas pertenecientes al grupo AAB, subgrupo Plantain
(Daniells et al.; 2001) y se originaron en la India, a partir de cruzamientos
espontdneos y mutaciones somaticas, dando lugar a un gran numero de
clones (Robinson, 1996).

2.2. Razones que justifican la aplicacién de la biotecnologia en la

produccién de semillas de los platanos y bananos.

Los platanos y bananos representan el cuarto cultivo en importancia después
del arroz, trigo y maiz, en los paises en vias de desarrollo (Escalant y Jain,
2004). En términos de energia, cada gramo proporciona una caloria,
considerado como una buena fuente de vitaminas A, B; B, Cy Bs. Todo lo

cual hace que sean excelentes candidatos para todas las estrategias de
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cultivo de tejidos, debido al gran inconveniente para el intercambio del
germoplasma, a través de cormos o hijos, ademas de, resultar su
conservacion en condiciones de campo costosa y consumidora de mucho

espacio (Krikorian y Scott, 1995).

Todas estas limitantes se hacen mas evidentes, debido a los bajos
coeficientes de propagaciéon que poseen las especies de este género de
importancia econémica, que son propagadas por métodos convencionales en

campo.

Por otra parte, un numero considerado de plagas y enfermedades afectan su
cultivo, encareciendo los costos de produccion, debido al control de los
agentes causantes de los dafos; sin embargo, las estrategias de
mejoramiento para generar resistencia o tolerancia a las principales plagas y
enfermedades, no han tenido éxito todavia en clones de importancia
econdmica (Sagi, 2000).

2.3. Generalidades de la embriogénesis somética.

La embriogénesis somatica se fundamenta en la teoria de que todas las
células vegetales tienen la capacidad para formar plantas completas
(totipotencia), propuesta por Haberlandt en 1902, citado por Steward et al.,
(1958) y Reinert (1958), quienes describieron por primera vez la misma. La
embriogénesis somatica es la formacién de un embrién a partir de una célula
o grupos de ellas, que no es producto de la fusiébn de gametos (Merkle et al.,
1995).

Los embriones somaticos asexuales o adventicios, son estructuras bipolares
con un eje radical - apical, que no poseen conexién vascular con el tejido
materno y deben ser capaces de crecer y formar plantas normales (Litz y
Jarret, 1991; Arnold et al., 2002).

El fendbmeno de la embriogénesis somética ha sido descrito para un gran
namero de especies (Tisserat et al., 1979; Krishnaraj y Vasil, 1995). El
mismo es considerado como el mas eficiente para la produccién masiva de

plantas in vitro, debido a la naturaleza bipolar del embrion y a la facilidad con
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que puede ser automatizado todo el proceso productivo (Prell, 1991).
Ademas, se obtienen altos coeficientes de multiplicacion en cortos periodos
de tiempo, con la posibilidad de encapsular estas estructuras y obtener

semillas artificiales (Redenbaugh; 1986).
2.3.1. Factores relacionados con la embriogénesis somatica.

Los procesos embriogénicos son afectados por una serie de factores que en
algunos casos favorecen y en otros dificultan los manejos in vitro del material

(Gomez, 1998). Dentro de estos se encuentran:

e El genotipo de la planta.
e Eltipo y estado fisioldgico del explante.
e Los reguladores del crecimiento.

e Las condiciones del cultivo.

Los diferentes genotipos dentro de una misma especie, pueden variar en su
capacidad de respuesta embriogénica, tales diferencias genotipicas pueden
reflejar la activacion o no de los mismos elementos claves necesarios para

gue se produzca la embriogénesis. (Merkle et al., 1995).

La seleccién del explante puede ser el factor clave que determina el éxito o

no de un protocolo de embriogénesis soméatica (Krishnaraj y Vasil, 1995).

Vasil (1985), sefiala que en la mayoria de las monocotiledéneas herbaceas,
se utilizan los explantes que contengan células meristematicas o
indiferenciadas. Independientemente del explante que se utiliza, la edad de
éste tiene un rol importante en la determinacién de la respuesta in vitro, muy
viejos y muy jovenes no son apropiados. De manera que, el uso de los
domos meristematicos, es ampliamente utilizado con buenos resultados en

varias especies de plantas (Krishnaraj y Vasil, 1995).

Segun Litz y Jarret (1991), los tejidos vegetales tienen la capacidad para
formar callos in Vitro, aunque relativamente, pocos explantes tienen la
habilidad para producir callos con estructuras embriogénicas. Al variar las

condiciones de cultivo, bajo condiciones inusuales (estrés), puede ser factible
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abolir o atenuar la adecuada expresion genética y activar las bases para el

desarrollo de la embriogénesis somatica.

El medio de cultivo mas utilizado para la embriogénesis somatica es el MS
(Murashige y Skoog, 1962) o la modificacion de esta formulacion (Evans et
al., 1981). Wetherell (1984), demostré que es posible aumentar el potencial
embriogénico de los callos de zanahoria, exponiéndolos a niveles altos de
sacarosa, la misma normalmente se usa en concentraciones de 20; 30 y
hasta 120 g.L™.

Las poliaminas, incorporadas a los cultivos embriogénicos de zanahoria,
inhiben el desarrollo de los embriones soméaticos y los subcultivos, en
cambio, en un medio de cultivo libre de poliaminas, pero que contenga

arginina, permiten el desarrollo normal del embrién. (Bradley et al., 1984).

La concentracion usual de acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), esta dentro
del rango de 0,11-6,10 mg.L™ (Evans et al., 1981), aunque se deben usar
concentraciones mas altas, en caso de que el carbon activado se incorpore

al medio de cultivo (Reynolds y Murashige, 1979).

El papel de las citoquininas en el medio de cultivo primario o inductor del
embrion es menos claro, aunque normalmente éste incluye una de ellas.
Fujimura y Komamine (1980), han sugerido que las citoquininas pueden ser
esenciales para la maduracion y la germinacion de los embriones somaticos.
El uso de inhibidores del crecimiento, tales como: el acido abscisico (ABA),
reduce la frecuencia de aparicion de anormalidades del desarrollo, tales
como la formacion de policotiledones y la germinacién precoz del embrion y
contribuye a la maduracion y sincronizacion de los embriones (Ammirato
1973; 1974).

2.3.2. Desarrollo de la embriogénesis somatica.

Segun Parrott (1993), la embriogénesis somatica se desarrolla a travées de

las fases siguientes:

e Induccién de la embriogénesis somatica



Revision Bibliografica

e Formacion de los embriones somaticos
e Maduracion de los embriones somaticos

e Germinacion y regeneracion de plantas
2.3.2.1. Induccion de la embriogénesis somatica.

Las auxinas han resultado ser las més eficientes para la induccién de la
embriogénesis somatica y dentro de ellas, el 2,4-D. El tipo y concentracion

necesaria depende de la especie y el explante (Merkle et al., 1995).

El término de células embriogénicas es especifico para aquellas células que
han completado la transicion de un estado somatico a uno en el cual no son
necesarios mas estimulos exdgenos aplicados (tales como los reguladores

de crecimiento), para producir embriones somaticos (De Jong et al., 1993).

Los tratamientos para la obtencion de embriogénesis somatica dependen del
tipo de células que formen el tejido del explante: células somaticas
determinadas pre-embriogénicamente (CsDPE) o células somaticas no
embriogénicas (CsNE) (Merkle et al., 1995). En el primer caso (CsDPE), un
estimulo de la divisién celular puede ser suficiente para la formacién de
embriones somaticos a partir del tejido del explante. Este proceso es llamado
embriogénesis somética directa, donde las células del explante primario son

la fuente de los embriones somaticos.

Cuando las células somaticas presentes no son embriogénicas, deben sufrir
varias divisiones mitéticas en presencia de una auxina, durante la induccién
del estado de célula embriogénica. Estas divisiones mitéticas dan lugar a un
callo y el proceso es llamado embriogénesis somatica indirecta. (Merkle et
al., 1995). Segun Vasil (1988), el callo se encuentra rodeado frecuentemente
por un callo no embriogénico friable o semitraslicido. En otros casos, se
observan porciones de callos embriogénicos distribuidos al azar en la

superficie del callo no embriogénico.

La parte embriogénica del callo crece de forma mas lenta que el callo no

embriogénico y puede ser mantenida en cultivo por largos periodos de
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tiempo, mediante la seleccién cuidadosa y el subcultivo de los sectores

embriogénicos.

2.3.2.2. Establecimiento y multiplicacion de suspensiones celulares

embriogénicas.

El establecimiento y multiplicacion de un cultivo de células embriogénicas en
suspension, puede lograrse del tejido seleccionado a partir de inéculos, tales
como: tallos, hojas, secciones de hipocdétilos, pétalos, meristemos apicales,
ovarios, fragmentos de cotiledones, embriones cigéticos, tubérculos,
filamentos de anteras, fragmentos de cotiledones (Dennis et al., 1993),
transfiiendo porciones de callos friables o callos con estructuras

embriogénicas en estado globular, al medio de cultivo liquido (Gémez, 1998).

Durante esta fase inicial, al dividirse las células, el cultivo queda compuesto
por células aisladas, agregados celulares de diversos tamafios, fragmentos

residuales del inéculo y reminiscencias de células muertas (Carman, 1990).

El cultivo de una suspension celular queda establecido después de un
periodo de adaptacion en el medio de cultivo liquido, donde se pueden
apreciar agregados celulares que se caracterizan por poseer células
embriogénicas pequefias, esféricas, con contenido citoplasmatico denso,
vacuolas pequefias, granulos de almidén y una alta relacion nucleo/
citoplasma. Segun De Vries et al. (1988), estas caracteristicas se consideran
como un indicativo de la condicion embriogénica de las suspensiones

celulares.

Una vez establecida la suspension celular embriogénica, es indispensable
determinar cual es el momento en que las células han agotado los
componentes del medio de cultivo, o al menos algunos de ellos, debido a su
crecimiento y metabolismo, para lo cual mediante una curva de crecimiento
celular se determinan los intervalos de subcultivo a realizar a medio de
cultivo fresco, para que las ceélulas continlen sus procesos fisiologicos
normales (Gomez, 1998).

10
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2.3.2.3. Formacién y multiplicacién de los embriones somaticos.

Para inducir la formacion de los embriones somaticos, es necesario reducir
en el medio de cultivo las concentraciones de auxinas, o usar tipos menos
fuertes, e incluso, sin la presencia de estas fitohormonas, especialmente

cuando se trabaja con plantas monocotiledéneas.

Uno de los mas poderosos aspectos de la embriogénesis somética es que
permite su aplicacion en la propagacion masiva y la transferencia de genes,
es la habilidad de los cultivos embriogénicos de muchas especies de plantas
a proliferar o multiplicarse indefinidamente (Merkle et al., 1995). Estos
procesos de multiplicacion han recibido varios términos, como embriogénesis

secundaria, recurrente o repetitiva (Gémez, 1998).
2.3.2.4. Maduracion y germinacién de los embriones somaticos.

La fase de maduracion es el periodo en el desarrollo de los embriones
somaticos en el cual ocurre la expansion de la célula, la acumulacion de
sustancias de reserva y adquieren tolerancia a la desecacion (Parrott, 1993).
En esta fase, juega un papel fundamental la presencia de nitrégeno en el
medio de cultivo, por lo que es necesaria la adiciébn al mismo de nitratos,

amonios, aminoacidos y caseina hidrolizada.

Los niveles de sacarosa (30-60 g.L™") favorecen la maduracién de los
embriones sométicos por dos razones, la primera de ellas es que bloquea la
germinacion precoz de los embriones y la segunda porque resulta ser un
excelente proveedor de carbohidratos, que son utilizados para el crecimiento
del embrion, la respiracion y la acumulacion de carbohidratos de reserva
(Merkle et al., 1995).

La adicion de ABA durante la etapa de maduracion del embrién, promueve la
acumulacion de sustancias de reserva, que seguido de un apropiado tiempo
de secado, puede lograr un mejor crecimiento y desarrollo de los embriones
sométicos y también previene la germinacion precoz (Attree et al., 1991;
Karkonen, 2000).

11
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La correcta acumulacion de reservas conlleva a un incremento en el peso
seco de los embriones sométicos, lo que indica una alta calidad en su vigor e

influye positivamente en su posterior germinacion (Fuiji et al., 1990).

La germinacion hace referencia al desarrollo de raices y brotes, mientras la
conversion es la supervivencia de estos propagulos en condiciones ex vitro
(Stuart y Strickland, 1984).

También juegan un papel importante en la germinacion, la adicion de
citoquininas en el medio de cultivo, las cuales contrarrestan el efecto
provocado por las auxinas durante la induccién y proliferacion (Rashid,
1988).

2.3.3. Embriogénesis somatica en Musa spp.

Los primeros ensayos exitosos en la embriogénesis somatica de Musa, se
lograron cuando usaron embriones cigéticos inmaduros, para inducir el
proceso embriogénico de cultivares diploides de especies silvestres

(Cronauer y Krikorian, 1988; Escalant y Teisson, 1989).

Luego en cultivares de importancia econémica (triploides), Novak et al.,
(1989), obtuvieron suspensiones celulares y su posterior regeneracion de
plantas a partir de callos con estructuras embriogénicas de explantes de
tejidos foliares y del rizoma, aunque con respuesta embriogénica inferior al
método mencionado anteriormente. Su uso en genotipos cubanos de
constitucion genémica ABB, posibilité la obtenciéon de 8,0% de callos con

estructuras embriogénicas (Lopez et al., 1995).

Por otra parte, Dheda et al., (1991), desarrollaron una metodologia a partir de
multiyemas (meristemos proliferantes), de las cuales tomaron su parte
superior de 4-5 mm de didmetro (scalps) para el establecimiento de las
suspensiones celulares embriogénicas en el cv. “Bluggoe” (ABB), la misma

fue mejorada y generalizada a otros genotipos por Schoofs (1997).

También en el mismo afio 1991 a partir de inflorescencias masculinas
inmaduras, Ma (1991) obtuvo embriogénesis somatica, la cual fue

ampliamente generalizada por Escalant et al., (1994) para varios cultivares

12
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de Musa que presentan durante todo su desarrollo floral la inflorescencia
masculina persistente. Gémez et al., (2002), Con el uso de esta metodologia
y la multiplicacion de los embriones somaticos en biorreactores en el cultivar

‘FHIA 18, lograron incrementar la produccién de los embriones somaticos.

La limitante de este método esta dada porque solo puede utilizarse en
genotipos que poseen las inflorescencias masculinas persistentes, presentes

en la gran mayoria de los platanos frutas.

Mas reciente, Lépez et al., (2005) desarrollaron una metodologia para la
embriogénesis somatica de cultivares de platanos viandas que no poseen la
inflorescencia masculina durante todo el desarrollo floral de la planta. La
misma se basé en el uso de apices de brotes de yemas axiliares como

explante inicial para inducir el proceso embriogénico.
2.4. Variacion somaclonal.

El término de variacion somaclonal fue introducido por Larkin y Scowcroft,
(1981), para describir la variacion genética en plantas regeneradas de
cualquier tipo de cultivo celular. Segun Jain et al., (1998), ésta puede estar
condicionada por la ocurrencia de uno o varios factores que actuan de forma
simultanea en el cultivo “in Vitro”. La misma ocurre en plantas regeneradas
de tejidos adventicios (Hussey, 1983), mientras que, los cambios
epigenéticos pueden también observarse en las plantas de meristemos pre-
existentes (De Cleark, 1990).

2.5. Estabilidad genética de las plantas regeneradas por cultivo in vitro.

En la estabilidad genética de las plantas procedentes del cultivo in vitro,
varios factores pueden influir. Dentro de éstos se encuentran: la variabilidad
genética del cultivar o genotipo que va a ser propagado, la composicion del
medio de cultivo, la eleccion del explante que se utilizara, asi como el grado
de diferenciacién de sus tejidos y el tiempo de permanencia in vitro del
cultivo (Smith, 1988).Jain et al., (1998), plantearon que los mecanismos de la
variacion somaclonal no estan totalmente claros y probablemente se deben a

cambios en el numero y estructura de los cromosomas, reordenamientos
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cromosémicos, deleciones, transposones, ampliacion y mutilacion del acido
desoxirribonucleico (ADN). Los cambios epigenéticos también ocurren
frecuentemente y se ha demostrado que este tipo de variacién no segrega a

la progenie, ni cumple las leyes de la herencia (Pérez, 1987).

Las variaciones somaclonales mas observadas en los platanos y bananos
han sido: cambios en altura, color, follaje, morfologia del pseudotallo y los
organos reproductivos. Vuylsteke et al., (1991) y Dhed’a et al., (1991), fueron
los primeros autores en hacer referencia a la variacibn somaclonal de las

plantas del género Musa, regeneradas a partir de suspensiones celulares.

Con el objetivo de estudiar la estabilidad genética de las plantas producidas
por cultivo in vitro, se han aplicado varias técnicas como: técnicas de huellas
genéticas de ADN (Kaemmer et al., 1992); caracteristicas fenotipicas (Smith
y Hamill, 1993; Sandoval et al., 1997); técnica de ADN polimorfico
amplificado al azar (Damasco et al., 1996); marcadores de secuencias de
microsatélites (Lagoda et al., 1998); tratamientos con acido giberélico
(Sandoval et al.,, 1999) y Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos
Amplificados (AFLP) (Herrera, 2000; Engelborghs et al., 2004). Sin embargo,
a pesar de los avances alcanzados al respecto, ninguno de estos métodos
por si solos, sustituyen el estudio en campo de las plantas regeneradas, sino

que los complementan.

Los conocimientos desarrollados en el cultivo de los platanos y el uso de las
técnicas de cultivo de tejidos, han permitido la multiplicacion de plantas de
varios cultivares. Sin embargo, en el caso de la embriogénesis somatica, a
pesar de que se han descrito varias metodologias para su desarrollo, existe
muy poco conocimiento del comportamiento de las poblaciones de
embriones en campo en cultivares AAB, lo cual hace que sea necesario

continuar el estudio de esta temética.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Descripcion.

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia del
Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en Santo
Domingo, provincia de Villa Clara, al cual se hara referencia en lo adelante
como Laboratorio de Biotecnologia y en la Biofabrica de Cienfuegos, ubicado
en Carretera a Palmira Km 4, perteneciente a la UEB Semillas, provincia de

Cienfuegos, referida en el texto posterior como Biofabrica.

Se utilizé el cv. de platano vianda ‘INIVIT PV 06-30’, de recién introduccion
en la estructura clonal del platano
vianda en Cuba (Figura 1), lo cual hace
gue sea necesario disponer de nuevas
alternativas para su propagacion
vegetativa como la embriogénesis
somatica para obtener mayores
coeficientes de multiplicacién, con
relacion a la propagacion por apices

meristematicos y tradicional por

cormos.

Figura 1. Cultivar ‘INIVIT PV 06-30’

Las plantas donantes de explantes utilizadas proceden del Banco de

Germoplasma del INIVIT. ElI mismo pertenece al grupo AAB, subgrupo

15



Materiales y Métodos

Plantain, denominado en Cuba como platano macho o vianda (Lépez, 1989).
La planta alcanza una altura media de 226 cm, y didmetro del pseudotallo de

51,63 cm. Ahijamiento escalonado con una media de tres hijos por planta.

El racimo promedia una longitud de 17,0 cm con seis manos y mas de 30
platanos, susceptible a la enfermedad “Sigatoka negra Ventura (2011). Su
inflorescencia masculina se caracteriza por poseer escasas flores masculinas

en la madurez, tipo Pseudo-horn (Gonzalez, 2005).”
3.2 Procedimientos generales.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en la autoclave a 121° C y 1,2 kg.
cm? de presion, por tiempos que variaron en dependencia del volumen de
medio de cultivo a esterilizar, segin informacion técnica de la firma SIGMA
(1991). La zeatina se esterilizé por filtracion a través de filtros (0,22 pum) de

acetato de celulosa SARTORIUS.

La cristaleria y otros accesorios empleados en la siembra y manipulacion de
las suspensiones celulares, fueron esterilizadas en estufa a 180° C durante
dos horas. En el Laboratorio de Biotecnologia el instrumental (pinzas,
espatulas y bisturies), se desinfecté en un esterilizador eléctrico modelo
DENT-EQ que permanecié dentro de la camara de flujo laminar, donde se
realizd el manejo de los materiales biolégicos (establecimiento, subcultivos y
cambios de medios de cultivo) y en la Biofabrica el instrumental
anteriormente referido se desinfectd en una solucién de hipoclorito de sodio

al 1.0% (v/v) durante 15 minutos (Agramonte et al., 1993).
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Segun la fase de desarrollo de la embriogénesis somatica, se emplearon
tubos de ensayos (50 x 25 mm) con 10 ml, los frascos de cristal (250 ml), con
30 ml y placas Petri (80 x 15 mm) con 15 ml de medio de cultivo los cuales
se especifican en cada caso. El pH fue ajustado con NaOH 0,5 N y HCI 0,5

N, antes de la esterilizacién en autoclave.

Los frascos de cultivo utilizados en el Laboratorio de Biotecnologia se
colocaron en una camara de cultivo a una temperatura de 27+ 2,0° C e
iluminacion artificial mediante tubos fluorescentes, con régimen de 16 horas
de luz a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (FFF) de 62 — 68 um,
0 a la oscuridad, lo que se especifica en cada caso. En Biofabrica la
incubacién se realizé en estantes bajo luz natural y con temperatura de 27+
2°C.

3.3 Establecimiento in vitro de los &pices.

El establecimiento in vitro de los explantes utilizados para el desarrollo de la
embriogénesis somatica y para la multiplicacion por organogénesis como
control se realizo en el INIVIT a partir de plantas en floracion, previamente
seleccionadas con buen estado fitosanitario y nutricional. Se seleccionaron
hijuelos tipo “espada”, con una altura entre 25 y 30 cm, los cuales fueron
llevados a condiciones semicontroladas en una casa de cultivo cubierta por
una malla plastica (zaran) , que permitia el paso de una densidad de flujo de
fotones fotosintéticos de 600 umol m 2 s . El riego se realiz6 por
microaspersion mediante el sistema microjet, lo cual garantizé una humedad

relativa del 85 — 90%. Transcurridos 45 dias, se eliminaron las partes mas
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externas del cormo y las vainas foliares, hasta obtener secciones con el

apice caulinar de aproximadamente 5 cm de largo y 2,5 cm de diametro.

Se realiz6 una primera desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaOCL) al
3,0% (v/v) durante 20 minutos, seguido por tres lavados con agua
desionizada estéril durante cinco minutos cada uno. En cabina de flujo
laminar se redujo el tamafio de estas secciones hasta unos 2,0 — 3,0 cm de
altura con una base cuadrada de 1,5 cm aproximadamente, seguido de una
segunda desinfeccidon por espacio de 10 minutos con NaOCI al 2,5% (v/v) y
tres lavados de dos minutos cada uno con agua destilada estéril. Luego se
redujo su tamafio hasta obtener un apice de aproximadamente 0,5 cm?. El
establecimiento de los mismos se realizé en el medio de cultivo MS (1962)
enriquecido con 4cido indolacético (AIA) a 0,88 mg.L™, 6- BAP (1,13 mg.L™,
sacarosa (40 g.L™"), tiamina (1,0 mg.L™") y pH 5,8 en estado liquido segun
Lépez (1999), durante 18 dias.

3.4 Desarrollo de la embriogénesis somatica.

Una vez establecidos in vitro los apices meristematicos, descrito en el
epigrafe anterior 3.3, se desarrollé6 la embriogénesis somatica en el
Laboratorio de Biotecnologia, con el objetivo de disponer de la cantidad
necesaria de embriones sométicos, para la realizacién de los experimentos,

gue se relacionan en los epigrafes siguientes.

La metodologia objeto de estudio utilizada fue la desarrollada por Lépez

(2007) a partir de apices de brotes de yemas axilares (Tabla 1).
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Tabla 1. Medios de cultivos utilizados segun la etapa de desarrollo de la
embriogénesis somatica propuesto por Lépez (2007).

Medio de Medio de Formacién Maduraciéon Germinacion
Multiplicacién calloy de de de
P5-0,2 suspensiones embriones embriones  embriones
77 RD1
Fuente Lépez (2006) Dheda et al. Dheda et Lopez Gobmez et al.
(2001) al (2001) (2006) (2006)

Macro- MS MS 15 MS 14 MS MS
Elementos
Micro- MS MS MS MS MS
Elementos
Vitaminas MS MS MS MS MS
Acido 10 10 10 10
R ) 10
Ascorbico
_I\/Iyo_— 100 100 100 100 100
inositol
AlA 0,17 - - 2 2
2,4-D - 1 - - -
BAP 2,25 - - - 0,5
Zeatina - 0,22 - 0,22 -
Ancimidol 0,2-0,4 - - - -
Sacarosa 30 000 30 000 30 000 45 000 30 000
Pytagel 2,3 2.3 2.3 2.3 2.3
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5.8

Como control de la misma, para evaluar la estabilidad genética de las

plantas regeneradas por embriogénesis somatica se utilizd la metodologia

descrita por Dhed’'a et al. (1991) y mejorada por Schoofs (1997) a partir de

scalps de multiyemas, también segun la Guia Técnica No.8 de INIBAP para
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el desarrollo de suspensiones de células embriogénicas de banano y platano

(Strosse et al., 2003).

Posteriormente después de obtenidos los embriones somaticos germinados

por ambas metodologias fueron llevados a Biofabrica para su escalado.

3.5 Escalado en Biofabrica de la propagacion por embriogénesis
somatica

Una vez obtenidos los embriones somaticos germinados a partir de los
apices de brotes de yemas axilares como explante inicial para inducir la
embriogénesis somatica en el laboratorio de investigacion, los mismos fueron
llevados a la Biofabrica de Cienfuegos. El objetivo de este experimento fue
evaluar durante tres subcultivos el coeficiente de multiplicacion de los
mismos en comparacion con la propagacion por organogénesis por apices
meristematicos (del mismo cultivar objeto de estudio) que se desarrolla en
las Biofabricas del pais, para lo cual fueron evaluados 60 explantes de cada
procedencia.

Se evalud el coeficiente de multiplicacion durante tres subcultivos de los
embriones producidos a partir del explante inicial de apices de brotes de
yemas axilares. En el caso de los embriones somaticos procedentes del
explante inicial de scalp de multiyemas no se subcultivaron en la Biofabrica,
solo se utilizé como control del experimento de campo. El analisis estadistico
de los datos se realiz6 mediante una prueba de hipotesis para muestras
independientes (T-Student), los niveles de significacion establecidos fueron:

significativo para p < 0,05 y altamente significativo para p < 0,01.
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3.6 Comportamiento en campo de las plantas obtenidas de embriones

somaticos.

Los embriones somaticos multiplicados en la Biofabrica y obtenidos partir de
apices de brotes de yemas axilares como explante inicial para inducir el
proceso embriogénico, se llevaron a condiciones ambientales ex vitro
conjuntamente con embriones somaticos producidos a partir de la
metodologia de los scaps meristematicos de multiyemas (estos ultimos como
control de la embriogénesis en platano vianda). Ademas fueron incluidos
también como control plantas provenientes de la propagacién por
organogénesis (4pices meristematicos), ampliamente utilizada en la
propagacion in vitro y yemas de cormos proveniente de la propagacion

convencional en campo.

La fase de aclimatizacion se desarrolla segun la metodologia propuesta por
Pérez et al. (1999) en condiciones semicontroladas en una casa de cultivo
cubierta por una malla plastica (zaran), que logra una reduccién de la

intensidad luminosa del 70%.

El riego se realiza por microaspersion mediante sistema Microjet con una
frecuencia de seis riegos al dia y una duracion de dos minutos cada uno. Se

garantiza una humedad relativa del 85- 90%.

Las plantulas procedentes de los embriones soméaticos de ambas
metodologias y de la propagacion por organogénesis permanecieron en la

Fase de aclimatizacién 60 dias.
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Para la fase de vivero de las yemas procedentes de cormos (utilizadas como
control) fueron plantadas en bolsas de polietileno, con un sustrato compuesto

por el 60% de suelo y el 40% de humus de lombriz.

Posteriormente se transfieren a campo 1 000 plantas de cada tratamiento
con el objetivo de evaluar la variabilidad fenotipica que se podria producir en

campo por las metodologias de propagacion estudiadas.

La plantacién se realizd6 en la CCS: Ernesto Che Guevara ubicada en
carretera a Arriete km 1 Municipio Palmira Provincia Cienfuegos en un suelo
pardo sialitico calcico carbonatado, segun la nueva version de clasificacion
genética de los suelos de Cuba (Hernandez et al., 1999). La distancia de

plantacion utilizada fue de 3,60 x 1,20 m segun Rodriguez et al. (2002)

Las demas atenciones culturales se llevaron a cabo segun lo recomendado

por el Instructivo Técnico para el cultivo del platano (MINAGRI, 2007).

La frecuencia de variantes fenotipicas (%) con respecto a las plantas
normales, se evaluo a los seis meses de la plantacion para ambos ciclos en
campo y en el momento de la cosecha cuando se evaluaron los principales
componentes del rendimiento, segun la metodologia propuesta por Sandoval

et al. (1997), tales como:

Variaciones fenotipicas observadas a los seis meses y momento de la

cosecha:

¢ Hojas Variegadas
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¢ Cambio de coloracién en el pseudotallo.
¢ Plantas con pseudotallo fino y cambio en el racimo
¢ Regresion del racimo de pseudo Horn a French

Variables vegetativas en el momento de la cosecha

¢ Altura de la planta, medida desde la base hasta la insercion en forma de

V de las ultimas hojas emitidas (m).
¢ Diametro del pseudotallo, medido a un metro de la base de la planta (cm).

Variables de produccion en el momento de la cosecha:

¢ Peso del racimo (kg).

¢ Numero de manos del racimo.

¢ NUmero de dedos por racimos

El procesamiento estadistico de los datos experimentales se realizd
mediante un andlisis de varianza, complementado con un MANOVA para el
conjunto de ellos. Para la comparaciéon multiple de medias se aplico
Dunnentt’s C cuando no se encontr6 homogeneidad de varianza y cuando

ocurrio lo contrario se aplico la prueba de SNK paramétrico, con un nivel de

significacion de p<0,05, lo cual se especifica en cada tabla de los resultados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Desarrollo de la embriogénesis somaética.

Al inocular los &pices de brotes de yemas axilares durante 14 semanas en el
medio de cultivo ZZ de consistencia semisolida (Schoofs, 1997) se logré un
25% de formacion de callos con estructuras embriogénicas (Figura 2). Los
mismos se caracterizaron por estar formados de estructuras meristematicas
de color amarillo (callo nodular), con y sin formacién de embriones sométicos
en la superficie de las estructuras referidas anteriormente, hasta la obtencion
de una masa de embriones somaticos similares a los descritos por Dhed’a et
al. (1991) Schoofs (1997), Barranco (2001), Cabrera et al (2002) y Lopez et

al., (2005).

Luego, a partir de los embriones somaticos globulares obtenidos de los callos
se logro el establecimiento de tres suspensiones celulares embriogénicas
(de seis Erlenmeyers de 25 mL) inoculadas en el medio de cultivo ZZ de
consistencia liquida) a los 30 dias de cultivo. La suspension con el nimero
de agregados embriogénicos de 27,8 x 10* y de sedimentacion rapida, se
utilizé para continuar el desarroll6 todo el trabajo experimental.

Segun Schoofs et al. (1999), no todo complejo embriogénico dara una buena
suspension celular y sefialan a su vez, que la tasa exitosa para los complejos
derivados de las multiyemas es uno de dos o uno de cinco, lo cual confirma

los resultados del presente trabajo.
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Figura 2. Callos con estructuras embriogénicas formadas en el medio
de cultivo ZZ con 1,0 mg. L™ de 2,4 — D a las 14 semanas de cultivo a

partir de apices de brotes de yemas axilares en el cv. ‘INIVIT PV 06-30'.

Durante esta primera etapa de la embriogénesis somatica se pudo apreciar
el desarrollo de agregados celulares, a medida que se realizaron los
subcultivos la cantidad de células aisladas y parenquimatosas disminuyeron
a valores casi nulos, lograndose suspensiones celulares homogéneas (medio
de cultivo ZZ liquido) a los 30 dias de cultivo. Las mismas se caracterizaron
por poseer células embriogénicas aisladas y en forma de agregados
celulares, constituidos por células embriogénicas pequefias y esféricas

(Figura 3). La multiplicacién celular posterior incremento la biomasa celular
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de 1,5 a 2 mL de volumen de células total, mostrandose una fase de

crecimiento exponencial, bien definida y continua que propicié duplicar el

volumen celular cada 15 dias de cultivo.

Figura 3. Agregados celulares embriogénicos durante la fase de
multiplicacion celular de las suspensiones celulares embriogénicas
obtenidas a partir de embriones somaticos de callos con estructuras

embriogénicas, cv. ‘INIVIT PV 06-30'.

La formacién de los embriones somaticos (Figura 4) se observo a los 45 dias
a partir de las suspensiones celulares (de dos a tres gotas de suspension)
inoculadas al 12% de Volumen de Células Sedimentadas en el medio de

cultivo RD1 (Schoofs, 1997), obteniéndose la cantidad de 1200 embriones
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somaticos por muestras inoculadas y colocadas a madurar posteriormente.
Luego los embriones somaticos colocados a madurar durante un mes en el
medio de cultivo de maduracién MS suplementado con 0,22 mg/L™ zeatina
seguln Lopez (2007), maduraron el 48%, lo que represento 1200 embriones
maduros (48%), los cuales mostraron una invaginaciéon de forma circular con
el centro opaco y la presencia de una zona meristematica densa, similares a
las descritas por Dhed’a et al. (1991) (Figura 5), los cuales evolucionaron

asimétricamente formando un domo apical con primordios de hojas y una

Figura 4. Embriones somaticos formados del cv. ‘INIVIT PV 06-30" alos

45 dias de su cultivo.

region de corona por donde se desarrollaron las raices iniciales,
caracteristico de especies monocotiledéneas (Natesh y Rau, 1984), lo cual

posibilito la germinacién de los embriones soméaticos (Figura 5) en el medio
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de cultivo de Germinacién de embriones constituido por 2 mg/L™ de AIAy 0,5
mg/L™" de BAP segin Gémez et al. (2000), lo cual represento un 85% de

embriones germinados (1020 embriones germinados).

Figura 5. Embriones sométicos maduros (A) y germinados (B) del cv.

‘INIVIT PV 0630’ alos 30 dias de su cultivo en cada etapa.

Los resultados de la investigacion en esta primera etapa desarrollada en el
Laboratorio de Biotecnologia y resumidos en la Tabla 2 en el cultivar objeto
de estudio, permitieron llevar a la Biofabrica los embriones somaticos

producidos para continuar su escalado para la produccién de “semillas”.
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Tabla 2. Resultados alcanzados por la metodologia desarrollada para la

regeneracion de plantas por embriogénesis soméatica en el cv. ‘INIVIT

PV 06-30'.
Etapa de Desarrollo Resultado Duracion
(meses)
Obtencion del explante Apices de brotes de yemas axilares 3
Induccion de la Callos con estructuras 3
embriogénesis somatica | embriogénicas (25%)
Establecimiento de Suspension establecida con 27,8 x 1
suspensiones celulares 10* agregados embriogénicos con
embriogénicas sedimentacién rapida
Multiplicacién de las Incremento de la biomasa celular de 4
suspensiones celulares 2mL de volumen de células
. . (cada 15
embriogénicas sedimentadas por Erlenmeyer
dias)
Formacion de embriones | 2500 embriones en dos o tres gotas | 45 dias
somaéticos de suspension celular
Maduracion de los 1200 embriones maduros (48%) 1
embriones somaticos
Germinacion de los 1020 embriones germinados (85%) 1

embriones
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4.2Escalado en Biofabrica de la propagacion por embriogénesis
somatica

Luego de realizado tres subcultivos en al Biofabrica se detectaron diferencias
desde el punto de vista estadistico en cada uno de los subcultivos.

Como se puede apreciar en la Tabla 3 en cada subcultivo evaluado los
embriones somaticos alcanzaron mayor coeficiente de multiplicacion siendo
el mayor coeficiente en este tipo de explante 3,44 brotes.

Tabla 3. Coeficiente de multiplicacién obtenido en la Biofabrica durante
tres subcultivos en el cv. ‘INIVIT PV 06-30'.

Tratamientos Subcultivos realizados
Subcultivo 1 | Subcultivo 2 | Subcultivo 3
Organogénesis 2,50 2,80 2,40
Embriones 3,44 3,44 3,16
T-Student -3,59* -8,59** -3,63*

4.3Comportamiento en campo de las plantas obtenidas de embriones
somaticos.

Al evaluar las caracteristicas de las plantas provenientes de los embriones
somaéticos, en comparacion con las plantas regeneradas por organogénesis,
se observo que el porcentaje de supervivencia de las plantulas en la fase de
aclimatizacion fue superior al 96,0% en los tres tipos de materiales
evaluados (embriones somaticos procedentes de scalps de multiyemas como
explante inicial 96,0%, embriones somaticos de apices de brotes de yemas

axilares como explante inicial 97,0% y control de organogénesis 97,0%).

Transcurridos 60 dias en esta fase y previo a su transplante a campo, al
evaluar la variacion somaclonal correspondiente a manchas irregulares de

las hojas (hojas variegadas), fue de 0,3% en las plantas obtenidas por
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embriones somaticos del explante inicial de yemas axilares como explante
inicial y del 0,8% en las plantas derivadas de los embriones somaticos a

partir de scalps de multiyemas como explante inicial.

En el caso de las plantas utilizadas como control, se observo el 0,6% de la
variacion anterior. Este tipo de variante somaclonal fue descrita por Reuveni
e lIsraeli (1990) como “axilares mosaic- like* y sefalaron que la misma

representé el 10,0% de todas las variaciones.

Schoofs et al. (1998), con el uso de scalps de multiyemas como explante
inicial para la induccion de la embriogénesis somatica, observaron a nivel de
fase de aclimatizacion 1,8% de plantas fuera de tipo del cultivar ‘William’

(AAA, Cavendish”)

Cote et al. (2000), durante la fase de aclimatizacion de plantas regeneradas
de embriones somaticos en el cultivar ‘Gran Enano’ (AAA), observaron hojas
variegadas, que ocuparon del 0,5-1,3% de la poblaciobn y sefalaron,
ademds, que cuando estas plantas fueron llevadas a campo, desaparecio
este cambio morfologico, quizas debido a cambios epigenéticos que

ocurrieron.

Lopez et al., (2004) y Lopez (2007), al utilizar el cultivar Navolean observo la
variacion somaclonal correspondiente a hojas variegadas (0,4%), en las
plantas obtenidas por embriones somaticos de yemas axilares como explante
inicial y organogénesis durante la Fase de Aclimatizacion, las cuales

desaparecieron durante su estudio en campo.

31



Resultados y Discusion

Otros tipos de variantes somaclonales no fueron observadas en las plantas
objeto de estudio, sin embargo, Sandoval et al. (1997), afirmd que en esta
fase solamente se puede detectar alrededor de un 60,0% de variantes
somaclonales, o sea, que no quiere decir que no hayan estado presentes, lo
gue hace necesario continuar las evaluaciones de estas plantas en campo

hasta completar su ciclo de desarrollo.

Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas en campo, las
observaciones fenotipicas que se realizaron (seis meses de la plantacion y
momento de la cosecha) permitieron determinar otros cambios morfologicos
entre las plantas regeneradas por embriogénesis somatica y los controles

utilizados (propagacion por apices meristematicos y yemas de cormos).

La frecuencia total de variaciébn somaclonal en las plantas procedentes de
embriones somaticos del explante inicial de apices de brotes de yemas
axilares fue de 1,4% y de 16,5%, en las plantas regeneradas de embriones
sométicos de scalps de multiyemas como explante inicial (Tabla 4). La
variante somaclonal de plantas con pseudotallos finos y racimos deformados
con solo dos o a tres manos fue la que mayor porcentaje alcanzo6 (16,5%),
en las plantas regeneradas de los embriones somaticos que se produjeron
del explante inicial de scalps de multiyemas. En el caso de los controles
utilizados, las variaciones estuvieron presentes de 0,9% (yemas de cormos)
a 1,2% (organogénesis). Una muestra de las variaciones somaclonales

observadas se puede observar en la Figura 6.
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Tabla 4. Variantes fenotipicas observadas en las plantas obtenidas por

embriogénesis somatica, organogénesis y yemas de cormos durante el

primer ciclo vegetativo en campo del cv. ‘INIVIT PV 06-30'.

Embriogénesis somatica (%)

Tipo de variante A BY Scalps Organogénesis Cormos
(%) (%)

Hojas 0,7 1,5 0,9 0,0

Variegadas.

Cambios de 0,2 1 0,6 0,0

coloracion

pseudotallo

Plantas con

pseudotallo fino y 0,2 12 0,0 0,0

cambio en el

racimo.

Regresion del

racimo de 0,3 2 0,2 0,9

pseudo Horn a

French

Cambios totales 1,4 16,5 1,2 0,9

Leyenda: ABY, Apices de brotes de yemas axilares, Scalps, Scalps de Multiyemas;
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Figura 6. Variaciones fenotipicas observadas en el racimo (racimo
horizontal de pocas manos (izquierda) y racimo tipo Hembra (Derecha))
durante el primer ciclo del cultivo en el campo del cv. ‘INIVIT PV 06-30’
regenerado por organogénesis y embriogénesis somatica.

Lépez (2007), al estudiar la metodologia de los apices de brotes de yemas
axilares en el cultivar ‘Navolean’ obtuvieron 1,1% de variacion total y 0,5%
con relacién al control de plantas micropropagadas que utilizaron. Al
parecer, el incremento de las variaciones que se encontraron cuando se
utiliza la metodologia de los (scalps de multiyemas) pudo estar influido por el
uso de este tipo de explante.

Segun Scowcroft (1984), el uso de las yemas adventicias produce mayor
inestabilidad genética que cuando es utlizada la yema axilar en la
multiplicacion de plantas.

Al respecto, Dhed’a et al. (1991), al utilizar los scalps de multiyemas para el
desarrollo de suspensiones celulares en el cultivar ‘Bluggoe’ (ABB),

observaron entre 5,0 v 10% de embriones somaéticos anormales.
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Schoofs et al. (1999), sefalaron como un caso extremo de plantas fuera de
tipo, el niumero excesivamente alto (597/600) de la variante somaclonal
denominada hojas largas y estrechas, en las plantas que se obtuvieron del
cultivar ‘Williams’ (AAA “Cavendish”), a partir de suspensiones celulares

embriogénicas que se derivan de scalps de multiyemas.

Otros autores como Grapin (1995), sefialaron de un 16 — 22,1% de variantes
somaclonales, a partir de suspensiones celulares de inflorescencias
masculinas en el cultivar ‘French Sombra’ (AAB). Shchukin et al. (1998),
obtuvieron valores entre 1,6 — 7,9% de variantes somaclonales en el cultivar
‘Gran Enano’ (AAA), cuando emplearon este mismo sistema de regeneracion
de plantas. Gomez et al. (2006), obtuvieron un total de 0,13% de variacion
fenotipica de plantas provenientes de embriones somaticos en el cultivar
‘FHIA -18'.

Probablemente, las variaciones observadas estuvieron relacionadas con la
fase de preparacion extensa de subcultivos, en medio de cultivo P4 con alta
concentracion de 6-BAP (22,5 mg.L'l), para obtener los explantes de
multiyemas. Este tratamiento, aplicado al cultivar ‘Nakitengwa’ (AAAB), no
s6lo generé plantas aneuploides anormales procedentes de las

suspensiones, sino también de un testigo en medio de cultivo P4.

Relacionado con el empleo de altas concentraciones de reguladores del
crecimiento en los medios de cultivo, Sahijram et al., (2003), afirmaron que,

los reguladores del crecimiento y en especial el 6- BAP, deben ser utilizados
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en cantidades minimas necesarias, para disminuir la aparicion de

variaciones somaclonales en los programas de propagacion in vitro.

Otros autores como, Reuveni et al. (1986) consideraron que la utilizacion de
este explante (multiyemas) para la induccidén de la embriogénesis somatica
presentd el inconveniente de constituir una fuente de variacion genética,

debido al origen de su formacion.

Segun Vuylsteke y De Langhe (1985), la formacién de multiyemas o yemas
adventicias puede estar asociada a la formacion “de novo” de yemas, a partir
de meristemos pre-existentes o tejido no meristematico, los cuales se
originaron de una o de un grupo de células, cuando se cultivaron los
explantes en medios de cultivo con concentraciones elevadas de
citoquininas. Referente a lo anterior, Banerjee et al. (1986), demostraron el
origen adventicio en Musa spp de brotes similares a los que se obtuvieron en
el medio de cultivo P4, los cuales fueron caracterizados como estructuras

semejantes a yemas.

Lépez et al., (2005) en el cultivar ‘Navolean’ observaron, que del total de
variantes somaclonales de plantas regeneradas de embriones somaticos,
durante el primer ciclo de evaluacion en campo, sOlo se observd en el
segundo ciclo de cultivo la regresion al platano tipo French, en las plantas
obtenidas de las suspensiones celulares embriogénicas de scalps de
multiyemas como explante inicial y representd el 8,6% de las plantas

evaluadas. Al respecto, Vuylsteke (2001), sefialé que, este tipo de variante
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somaclonal de inflorescencia, se mantuvo estable en los platanos viandas, lo

cual sugiere que esta variacion fue de origen genético.

Por el contrario, las variaciones con hojas variegadas o con limbos
deformados tienden a retroceder en su segundo ciclo de cultivo y hasta en el

primero (Israeli et al., 1995).

El enanismo se presenta, como una de las variaciones mas comunes en
banano (Reuveni et al, 1986; Stover, 1987); sin embargo, en esta
investigacion no se observd esta variacion. También Vuylsteke et al., (1988),
obtuvieron un total de variacion de 6,0% en el cultivar ‘Agbagba’ (AAB), sin la

presencia del enanismo entre las variaciones detectadas.

Segun Stover (1987), las plantas de bananos con menos del 5,0% de plantas

fuera de tipo, son consideradas comercialmente aceptables.

El andlisis estadistico realizado a las caracteristicas vegetativas y del racimo,
arrojé una significacion de la T — de Hotelling menor que 0,05, lo que
demostr6 que hay diferencias en los resultados que se obtuvieron
integralmente, en el conjunto de variables que se analizaron con respecto a
la procedencia de las plantas. Las tablas que se presentan a continuacion, se
elaboraron atendiendo a los criterios de rangos de las pruebas aplicadas
para cada una de las variables, las cuales no todas tuvieron el mismo nivel

de significacion en cada analisis univariado correspondiente.

Las plantas procedentes de embriones somaticos, mostraron habitos de
crecimiento similares a las plantas que se obtuvieron de los apices

meristematicos (organogénesis). Difirieron significativamente las plantas

37



Resultados y Discusion

provenientes del cultivo in vitro, de las plantas que se obtuvieron a partir de

yemas de cormos (Tabla 5)

Tabla 5. Comportamiento de las caracteristicas vegetativas de las
plantas del cv. ‘INIVIT PV 06-30’ obtenidas por embriogénesis somatica,
organogénesis y procedentes de yemas de cormos en condiciones de

campo durante su primer ciclo.

Tratamientos Altura de la Diametro del
planta (m) pseudotallo (cm)
ABY 2,50a 50,71a
ES
SM 2,45a 50,30a
Organogénesis 2,46a 50,67a
Yemas de cormos 2,10b 49,10b
ES + 0.06* 0.19*
DC SNK

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente
para p < 0.05 segun la prueba de Dunnett C (DC) y Student-Newman-Keuls
(SNK) segun se indica.

Leyenda: ES, embriogénesis somatica; S M Scalps de Multiyemas; ABY,
Apices de brotes de yemas axilares.

Con relacion a la altura de la planta que se obtuvo in vitro se mantiene entre
2,50y 2,45 m, a diferencia de las plantas procedentes de yemas de cormos,
gue solo alcanzaron una altura de 2,10 m, significativamente menor, que el
resto de las plantas que se evaluaron. También, en las plantas procedentes
de yemas de cormos, se obtuvieron los resultados mas bajos, para los casos

del diametro del pseudotallo (49,10).
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Este incremento de las variables que se evaluaron a favor del cultivo de
tejido, puede estar relacionado con el rejuvenecimiento fisiolégico que se
produce in vitro, al perder el tejido la sefial que poseia de la planta madre,
siendo esta pérdida mas rapida a medida que el explante sea mas pequefio,
esto se manifiesta con un aumento en el vigor fisiolégico de determinadas

variables agronomicas (Pérez, 1998).

Gomez et al. (2006), obtuvieron caracteristicas similares en la altura de la
planta y el didmetro del pseudotallo de embriones somaticos, propagados en
un biorreactor (cv. ‘FHIA- 18’) con relacion a las plantas propagadas por
apices.

Al evaluar las caracteristicas del racimo (Tabla 6), peso del racimo como
componente principal del rendimiento, se observd que las plantas
procedentes de los embriones soméaticos de apices de brotes de yemas
axilares tuvieron el mismo comportamiento que las plantas propagadas por
organogénesis sin diferencias significativas entre ellas (18,84 y 15,51 kg por

planta respectivamente).

Luego le siguié en orden decreciente las plantas provenientes de yemas de
cormos (12,07 kg) y por ultimo las plantas provenientes de los embriones
somaticos del explante inicial de multiyemas, todos con diferencia
significativa.

Para el caso de las manos por racimo también tuvieron el mismo
comportamiento las plantas procedentes de los embriones somaticos de

apices de brotes de yemas axilares, las plantas propagadas por
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organogénesis y las procedentes de yemas de cormos sin diferencias
significativas entre ellas. EI menor comportamiento se observé en los
embriones somaticos del explante inicial de multiyemas que no alcanzo 6

manos por racimo (5,1).

Cuando se contaron los dedos por racimo se observdé un comportamiento
similar al peso del racimo, o sea se pudo comprobar que las plantas
procedentes de los embriones soméaticos de apices de brotes de yemas
axilares tuvieron el mismo comportamiento que las plantas propagadas por
organogénesis sin diferencias significativas entre ellas (41,17 y 42,21 dedos
por planta respectivamente), seguido por las plantas provenientes de yemas
de cormos con 33,42 dedos y las plantas provenientes de los embriones
somaticos del explante inicial de multiyemas (25,69 dedos), todos con
diferencias significativa. Resultados similares también fueron obtenidos al
evaluar la longitud del dedo central de la segunda mano (datos no
mostrados).

Como se pudo observar en la evaluacion de los principales componentes del
rendimiento en el racimo, se pudo ver que los resultados mas desfavorables
correspondieron a las plantas regeneradas de los embriones somaticos del

explante inicial de multiyemas.
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Tabla 6. Caracteristicas del racimo de las plantas del cv. ‘INIVIT PV 06-
30’ obtenidas por embriogénesis somética, organogénesis y yemas de

cormos en condiciones de campo durante su primer ciclo.

Tratamientos Peso racimo (Kg) Numero de manos Numero de dedos
ABY 18,84a 6,54a 41,17a
ES
SM 8,89c 5,11b 25,69c
Organogénesis 19,51a 6,37a 42,21a
Yemas de 12,07b 6,29a 33,42b
cormos
ES + 0.21* 0.08* 0.54*

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente
para p < 0.05 segun la prueba de Dunnett C (DC).

Leyenda: ES, embriogénesis somatica; S M Scalps de Multiyemas; ABY,
Apices de brotes de yemas axilares.

Los resultados alcanzados en esta investigacion indicaron que el tipo de
explante utilizado en el proceso de induccién de la embriogénesis somatica
no solo tuvo una influencia directa con la presencia de variantes
somaclonales relacionadas con la morfologia de la planta, sino en los
componentes del rendimiento, segun se pudo apreciar durante las
evaluaciones de campo en el cultivar objeto de estudio. El uso del explante
de apices de brotes de yemas axilares propicio la mayor estabilidad genética
de las plantas regeneradas.

Todas las variables que se evaluaron en las plantas regeneradas de

suspensiones celulares embriogénicas, que se obtuvieron a partir del

explante inicial de apices de brotes de yemas axilares, se encontraron en los
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rangos normales de los caracteres agromorfoldgicos descritos para este

cultivar por Gonzélez (2005).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion corroboro la posibilidad
de poder multiplicar por embriogénesis somatica, a partir del explante inicial
de apices de brotes de yemas axilares el cultivar objeto de estudio y su
escalado en Biofabrica, mediante la multiplicacion via yemas axilares de los
embriones durante tres subcultivos, sin afectar la estabilidad genética de las
plantas regeneradas, por estar dentro del rango permisible de variantes

somaclonales admitidas para la propagacion en laboratorios comerciales.

De manera que se logro establecer una metodologia para la propagacion del
cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV 06-30' (Musa spp, grupo AAB), por
embriogénesis somatica a partir del explante inicial de apices de brotes de
yemas axilares, desarrollada en un laboratorio de investigaciones y su
escalado en Biofabrica mediante tres subcultivos de multiplicacién, como se

muestra en la Figura 7.
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Obtenciodn del explante

45 + 18 dias

Seleccion del , Apice de 2-3 mm
explante en campo Yemas aX|Ia}lres Oscuridad (1.0 ma.L™ 2.4-D)
P5+ 0.2 ma.L™ ANC

16 semanas

Multiplicacion de suspensiones Establecimiento de Callos con estructuras
celulares (3,0% VCS) suspensiones celulares, embriogénicas
In6culo 0,1gMF (90 rpm)

Formacién, maduracién v aerminacién de embriones

30 dias
[————— 4

Formacién de embriones
MC RD1(Dhed’a et al., 1997)
(12,0% VCS)

., . Germinacion de embriones
Maduracion de embriones MC Gémez et al. (2000)

(0.22 mg.L™ Zeatina) (0.5 gMF)

Conversion a planta v estudios de variabilidad genética

45 dias

Fase de Aclimatizacion

Figura 7. Esquema de trabajo para la propagacién por embriogénesis
somatica y su escaldo en Biofabrica del cultivar de platano vianda

‘INIVIT PV 06-30'.

43



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. Se logré la multiplicacibn a nivel de Biofabrica de los embriones
somaticos durante tres subcultivos, sin afectarse el coeficiente de

multiplicacién del cultivar mediante la propagacion convencional in vitro.

2. Las plantas regeneradas a partir de los embriones somaticos procedentes
del explante inicial de apices de brotes de yema axilares resultan ser mas
estables genéticamente en campo que las plantas regeneradas de los
embriones somaticos procedentes del explante de scalps de multiyemas

como control del proceso.

3. Se establecid una metodologia para la multiplicacion del cv ‘INIVIT
PV 06 - 30’ a través de la embriogénesis somatica y su escalado en

Biofabrica.
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6. RECOMENDACIONES

1. Emplear la metodologia desarrollada para la multiplicacién del cv de
platano vianda ‘INIVIT PV 06-30’ por embriogénesis somatica con su
escalado en Biofabrica.

2. Profundizar en el estudio de los procesos de histodifenciacion de los
embriones somaticos para lograr en condiciones de la Biofabrica el
desarrollo completo de los embriones somaticos hasta la conversion en
plantas sin la necesidad de multiplicacion de los mismos.

3. Evaluar el comportamiento de la metodologia desarrollada en otros

cultivares de interés para la propagacién masiva en el pais.
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