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Resumen

RESUMEN

El desarrollo agricola requiere de nuevos enfoques que permitan explicar las
posibilidades de resolver las necesidades siempre crecientes de la poblacion; a su
vez, que los sistemas que se utilicen sean sostenibles desde el punto de vista
productivo, ecoldgico, econémico y que sean socialmente justos. En Cuba, a partir
del desarrollo alcanzado en la propagacion del platano por métodos biotecnoldgicos
(organogénesis y embriogénesis somatica) y su generalizacion en las biofabricas, se
crean las bases necesarias para que el campesino, tenga acceso directo a los
cultivares propagados por estas vias. La investigacién se realizé en el cultivar de
platano vianda ‘INIVIT PV - enano’ (Musa spp., grupo AAB) con el objetivo de lograr
la aclimatizacion de plantas in vitro en condiciones de finca de produccion y
determinar mediante evaluaciones morfolégicas y agrondmicas las variaciones
somaclonales que limiten su uso en la propagacion. Los resultados alcanzados
permitieron la aclimatizacién de las plantas producidas por métodos biotecnoldgicos
con la participacion de la familia campesina en condiciones de fincas de produccion.
Se utilizd6 un umbraculo rustico durante las primeras seis semanas y posteriormente
fueron colocadas las plantas en bolsas durante cuatro semanas antes de su
transferencia a campo. Las evaluaciones en campo mostraron rendimientos
superiores al control utilizado (cormos procedentes de campo) y la factibilidad de
poder propagar el cultivar objeto de estudios por métodos biotecnoldgicos, dado el

bajo porcentaje de variaciones somaclonales encontradas.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El mundo se enfrenta a una grave crisis alimentaria, reflejada en el sostenido
encarecimiento de los productos. De hecho, la poblacion mundial crece
vertiginosamente, cada afio se agregan 76 millones de personas a la poblacién
mundial, y como es obvio, demandaran alimentos que seran cada vez mas caros y

estaran fuera de su alcance (Castro, 2007).

Por tanto, el desarrollo agricola requiere de nuevos enfoques, que permitan explicar
las posibilidades de resolver las necesidades siempre crecientes de la poblacion; a
su vez, que los sistemas que se utilicen sean sostenibles desde el punto de vista
productivo, ecologico y econdémico, y ademas sean socialmente justos vy
culturalmente aceptables (Almekinders, 2001). Los enfoques descentralizados y
participativos permiten a los agricultores seleccionar y adaptar las tecnologias a las
condiciones locales del suelo, precipitacion, asi como a las condiciones sociales y
econdémicas unido a su conocimiento autoctono (Halewood et al., 2007). La puesta
en funcionamiento de programas sociales que involucren el enfrentamiento ambiental
y la investigacion participativa, desarrolla las condiciones para la integracion de la

biotecnologia con el campesino (Escobar y Roca, 2013).

Los platanos y bananos (Musa spp.) constituyen una fuente importante de alimento
para gran parte de la poblacion mundial. En Cuba, su cultivo tiene una alta prioridad
en el programa alimentario nacional, debido a sus arraigados hébitos de consumo,
alta demanda y su capacidad de producir frutos durante todo el afio. Para cumplir
con este empefio son utilizadas en el pais varias formas para la produccion de
“semillas”, dentro de ellas: hijos procedentes de campo, el uso de pregerminadores,
viveros, Centros de Reproduccion Acelerada de Semillas (CRAS) (Alvarez, 2011) y a
través de métodos biotecnoldgicos mediante la propagacion por organogénesis de
los apices meristematicos o por embriogénesis somatica (Gémez et al., 2012; Lopez
et al., 2013). Sin embargo, a pesar de todas estas alternativas para la produccion de
“semillas”, aun resulta insuficiente el acceso por el campesino de los nuevos
cultivares obtenidos en los centros de investigaciones y que son propagados por

métodos biotecnoldgicos, al no disponer de las condiciones mas adecuadas para su
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transportacion, siendo necesario realizar estudios participativos con el campesino
que faciliten el acceso de estos materiales desde el laboratorio a la finca de
produccion mediante su aclimatizacion, que le permita planificar su siembra de

acuerdo a las condiciones creadas, siendo este el problema a resolver.

A partir del desarrollo alcanzado en la propagacion del platano por métodos
biotecnolodgicos y su generalizacion en las biofabricas cubanas, se crean las bases
necesarias para llevar estos resultados directamente al pequefio agricultor. La
propagacion de los platanos y bananos mediante la organogénesis, es una de las
aplicaciones del cultivo in vitro mas generalizadas, realizada a través de cinco etapas
bien definidas (preparatoria, establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y
aclimatizacion), la cual es considerada como rutinaria desde hace varios afios (Singh
et al., 2011).

Por otra parte, en Cuba, la embriogénesis somética es utlizada con fines de
produccion de “semilla” en dos etapas. La primera es realizada en condiciones de
laboratorio de investigacion y consiste en el establecimiento y multiplicacion de los
cultivos embriogénicos hasta la obtencién de los embriones somaticos. La segunda
etapa consiste en el escalado de los embriones somaticos maduros desde el
laboratorio de investigacién hasta las biofabricas para continuar su diferenciacion en
planta a través de la germinacion de estos embriones somaticos (emision de brotes y
raices) y su conversion en plantas en condiciones ex vitro (Suarez-Castella et al.,
2012; Lopez et al., 2015).

En ambos métodos de regeneracién, la aclimatizacion de las plantas producidas
constituye un periodo critico, por cuanto en esta etapa es inducida la transferencia
del metabolismo mixotrofico al autotréfico, realizandose modificaciones graduales,
tales como un progresivo aumento de la irradiacién y una gradual disminucién de la
humedad relativa del aire que permita a la planta tener un mayor control sobre la
pérdida y absorcion de agua (Preece y Sutter, 1991).
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Motivado por lo anterior, se utilizé el cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV — enano’
(Musa spp., grupo AAB), obtenido en el programa de mejoramiento genético del

platano vianda en Cuba.

Tomando en consideracion los antecedentes descritos anteriormente, se planteé6 la

hipoétesis de trabajo siguiente:

“Es posible implementar la aclimatizacion de plantas del cultivar de platano vianda
‘INIVIT PV - enano’ (Musa spp., grupo AAB) propagado por organogénesis y
embriogénesis somaética, con la accion participativa del campesino y determinar la
presencia de variaciones somaclonales mediante evaluaciones morfoldgicas y

agronomicas del nuevo cultivar.
Objetivo general

Lograr la aclimatizacion de las plantas producidas in vitro del cultivar de platano
vianda ‘INIVIT PV — enano’ (Musa spp., grupo AAB), en condiciones de finca de
produccion y determinar las variaciones somaclonales que limiten su uso en la

propagacion.
Objetivos especificos

1. Implementar las condiciones para la aclimatizacion del cultivar de platano vianda
‘INIVIT PV - enano’ (Musa spp., grupo AAB) propagado por organogénesis y
embriogénesis somatica, que garantice la supervivencia de las plantas en

condiciones de finca de produccion.

2. Caracterizar morfolégica y agrondmicamente las plantas propagadas por

organogénesis y embriogénesis somatica en el primer ciclo de cultivo en campo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Generalidades del cultivo
2.1.1. Origen

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
(Robinson y Galan Saduco, 2012).

La distribucién de los bananos comestibles fuera de Asia se cree que pudiera haber
sido desde Indonesia al océano indico hasta Madagascar. Posteriormente, se
introdujeron al este de Africa, Zaire y oeste de Africa, donde obviamente ocurrieron
mutaciones que propiciaron un gran numero de cultivares. Los portugueses
transportaron los bananos del oeste de Africa hasta Islas Canarias (Robinson y
Galan Sauco, 2012).

En cuanto a 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 (Lopez, 1989).

2.1.2. Sistemética y botanica

Los platanos y bananos son plantas herbaceas, con un falso tallo que esta formado
por las vainas de las hojas superpuestas, un cormo y un sistema radical fibroso.
Pertenecen al orden Zingiberales y a la familia Musaceae; ésta a su vez esta

formada por dos géneros: Ensete y Musa (Stover y Simmonds, 1987).

Dentro del género Musa se encuentran clasificadas cuatro secciones (Australimusa,
Callimusa, Rhodochlamys y Eumusa), ademas de los hibridos formados entre
especies de este género (Eumusa x Australimusa) (MusaNet, 2016). La seccion
Eumusa contiene la mayoria de los bananos y platanos comestibles y se admite que
esta serie de poliploides se derivan de las dos especies silvestres: Musa acuminata
Colla y Musa balbisiana Colla, de donde provienen las designaciones AA

(acuminata), BB (balbisiana), ambas con nimero cromosomico 2n=22. Dentro de su
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evolucidon genética, un paso importante para el surgimiento de los bananos
comestibles fue el desarrollo de la partenocarpia, que unido a la esterilidad de las
semillas y la seleccion realizada por el hombre, dieron origen a los cultivares
diploides comestibles de M. acuminata (AA). Luego, a partir de los cultivares AA,
debido a la restituciébn cromosémica en su meiosis, surgieron los triploides AAA. Del
cruzamiento entre los cultivares AA y AAA, con la especie silvestre M. balbisiana
(BB), surgieron los hibridos AB, AAB, ABB, AAAB y AABB (Osuji, 1997).

2.2. Técnicas de cultivo de tejidos
2.2.1. Micropropagacion

La micropropagacion es una de las aplicaciones de la biotecnologia mas
generalizadas del cultivo in vitro, consiste en la propagacion de plantas en un
ambiente artificial controlado con el empleo de un medio de cultivo (Olmos et al.,
2010). Este procedimiento implica que cada una de las plantas propagadas posea las

caracteristicas similares de la planta donante del explante (George, 2008).

La mima puede ser realizada a partir de 6rganos, tejidos y células de la planta
donadora del explante, mediante los métodos de regeneracion de plantas conocidos

como organogénesis y embriogénesis somatica (George y Debergh, 2008).
2.2.1.1. Métodos de regeneracion de plantas in vitro

La regeneracion de plantas a partir de la organogénesis es un evento morfogenético
gue se caracteriza por su desarrollo unipolar, en otras palabras, es la formacion de
un primordio a partir de una yema con el subsiguiente desarrollo de éste en un brote
vegetativo, existiendo una conexion entre los nuevos brotes y el tejido materno. La
misma puede ser de forma indirecta (a partir de la formacién de un callo) o directa.
La organogénesis directa es una tecnologia relativamente simple y bien conocida,
que se realiza a partir de la multiplicacion de yemas, apices o meristemos,
ampliamente utilizada para la propagacion comercial, razon por la cual varios autores
le han aplicado el término de “micropropagacion convencional” (Orellana, 1998). Con

el objetivo de incrementar los coeficientes de propagacion de los propagulos, son
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utilizados los medios de cultivo liquidos, siendo el mas empleado en platanos y
bananos el uso de recipientes de inmersion temporal mediante sistemas
semiautométicos (Georgiev et al., 2014). Dentro de ellos se encuentran los disefios
de Recipiente de Inmersién Temporal tipo RITA, con la variante comercial de disefio
Plantform (Welander et al., 2014), y el Biorreactor de Inmersién Temporal BIT, con su

correspondiente version comercial SETIS (Vervit, 2015).

La regeneracion de plantas mediante la embriogénesis somética consiste en la
formacion de un embrién a partir de una célula o grupo de ellas, que no es producto
de la fusion de gametos. Los embriones soméaticos 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 (Arnold et
al., 2002). Este método de regeneracion de plantas es considerado como el mas
eficiente para la produccion masiva de plantas in vitro, caracterizado por los altos
coeficientes de multiplicacion en cortos periodos de tiempo, debido a la naturaleza
bipolar del embrion (Preil, 1991) y a la facilidad con que puede ser automatizado todo
el proceso productivo. Sin embargo, aun cuando en la literatura cientifica es citado el
desarrollo de la embriogénesis somatica en un numero relativamente amplio de
especies, su aplicacién practica en la propagacién de los platanos y bananos es
limitada, debido a los bajos porcentajes de germinacién de los embriones soméaticos
formados, la aparicion de plantas fuera de tipo y la escasez de estudios en campo de
plantas obtenidas por esta via (Suarez-Castella et al., 2012).

2.2.1.1.1. Propagacion por organogénesis de los platanos y bananos

Los primeros trabajos sobre la propagacion por organogénesis de los platanos y
bananos fueron realizados en China y Taiwan en la década de 1970, inicialmente
limitados a unos pocos cultivares de Musa AAA, fundamentalmente de los tipos
Cavendish (Ma y Shii, 1972). Posteriormente, a partir de los afios 1980, se llevo a
cabo la multiplicacion in vitro de un amplio grupo de cultivares de Musa de diferentes

grupos gendémicos (Cronauer y Krikorian, 1984).
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La propagacion de los platanos y bananos mediante la organogénesis se realiza a
través de cinco etapas bien definidas:

Fase 0 o preparatoria:

Esta fase incluye la seleccion de la planta donadora de explantes y una serie de
pretratamientos en condiciones higiénicas controladas, cuyo objetivo es mejorar la
eficiencia del establecimiento in vitro de los materiales a introducir al laboratorio, la
cual tiene una marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes
del proceso, tanto desde el punto de vista sanitario, fisiolégico como genético. El
material vegetal a seleccionar para su propagacion in vitro debe proceder de plantas
con crecimiento vigoroso y en floracion (siempre que sea posible con la
inflorescencia masculina presente para descartar la posible presencia de
enfermedades virales tales como el Bunchy Top [BBTV] y el virus del mosaico de la
bractea [BBrMV]), para garantizar su identidad varietal, ademas de estar libres de
plagas y enfermedades (Vuylsteke, 1989; Israeli et al., 1995; Singh et al., 2011).

Segun Orellana (1994), el empleo de brotes procedentes de secciones de rizomas de
pregerminadores con sustrato estéril y desinfectados quimicamente para el
establecimiento in vitro de cultivar ‘Gran enano’ favorecioé la supervivencia de los
apices y disminuyd notablemente el numero de apices contaminados, ademas de

reducirse el tiempo requerido para su establecimiento.

Resultados similares a los anteriores fueron obtenidos por Cabrera (2012) al utilizar
el Centro de Reproduccién Acelerada de Semillas (CRAS), durante la fase 0 para la
propagacion in vitro del cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV-0630' (Musa spp.,
grupo AAB). De manera que constituye un requisito indispensable que el material
vegetal a utilizar para el establecimiento in vitro debe transferirse primeramente a
condiciones semicontroladas de casas de cultivo o pregerminadores durante 45-60
dias para garantizar la calidad y sanidad de los explantes iniciales que se

introduciran al laboratorio.
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Fase | o de establecimiento:

El objetivo de esta fase es lograr el establecimiento de cultivos axénicos y
fisiologicamente vigorosos para posteriormente iniciar el proceso de multiplicacion.
Un aspecto importante a tener en cuenta en esta fase es el tamafio del explante,
considerado como un factor critico en la desinfeccion, el crecimiento y desarrollo del
mismo (George y Debergh, 2008). De manera que a medida que es menor el tamafio
del explante inicial utilizado, menor es el riesgo de contaminacién, pero mas dificil es
la regeneracion, mientras que con el aumento del tamafio del explante, es mayor el
peligro de contaminacion. Israeli et al. (1995) consideraron 0,5 cm como el tamafio
mas apropiado del explante para garantizar un proceso de propagacion eficiente.
Para el desarrollo de esta fase fueron tomados los materiales provenientes de la fase
anterior (Fase 0) y se eliminan las partes mas externas del rizoma y las vainas
foliares hasta obtener secciones de aproximadamente 6 cm de largo por 4 cm de
diametro que encierren el 4&pice vegetativo seguido del procedimiento de

desinfeccion de los explantes.
Fase Il o de multiplicacion:

El objetivo de esta fase es la multiplicacion de los propagulos a partir de los apices
vegetativos establecidos in vitro, lo cual depende fundamentalmente del genotipo, de
la composicion del medio de cultivo (principalmente su contenido en citoquininas) y el
tamafio del explante inicial (Israeli et al.,, 1995). Otro aspecto muy importante
relacionado con la multiplicacion de los explantes esta dado por la manipulacion de
los mismos, sobre lo cual se han descrito varios procedimientos para este cultivo:
decapitado de los &pices vegetativos, realizacidbn de varios cortes verticales en el
domo meristematico, corte vertical del apice vegetativo en dos o cuatro partes a

través del 4pice y obtencién de apices vegetativos intactos (Vuylsteke, 1989).
Fase Il o de enraizamiento:

Su objetivo es preparar las plantas para su aclimatizacion posterior. En esta fase los
brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion crecen en el laboratorio hasta

formar plantas completas con sistema radical para posteriormente ser trasplantadas
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a condiciones de invernadero o similares donde se desarrollara su aclimatizacion

(Cronauer y Krikorian, 1984).
Fase IV o de aclimatizacion:

Es la fase final del proceso de propagacion in vitro y por tanto su meta es lograr

plantas listas para su trasplante definitivo a campo.

Para el éxito de esta fase resulta importante tener en cuenta que durante la
permanencia de los materiales en las diferentes etapas de su desarrollo in vitro, los
mismos son sometidos a un fuerte estrés ambiental, con las consiguientes
respuestas fisioldgicas a los componentes de los medios de cultivo y a las
condiciones ambientales atmosféricamente controladas. Lo cual trae consigo que las
plantas propagadas in vitro presentan hojas con aspectos anatémicos y fisiologicos
distintos de las plantas propagadas de forma convencional, tales como una reducida
diferenciacion del mesofilo con grandes espacios intercelulares, una cuticula de
reducido espesor con menor desarrollo de cera cuticular y estomas voluminosos, de
mayor densidad, elevados externamente sobre la epidermis, poco funcionales y con
un deficiente mecanismo de apertura y cierre, dando lugar esto a un fenotipo
caracterizado por una conformacién anatomica de limbos foliares mas fragiles que
los encontrados en condiciones naturales. Las hojas son también poco eficientes en
términos fotosintéticos, y nunca se convertirian en hojas normales, siendo por tanto
imperativo que se desarrollen con relativa rapidez nuevas hojas mas similares a las
emitidas en ambientes naturales. Ademas, estas plantas tienen una débil conexion
vascular entre el sistema radical y la parte aérea, lo que les ocasiona una alta
susceptibilidad a la baja humedad relativa durante la fase de aclimatizacién (Preece y
Sutter, 1991).

Luego de este periodo de tiempo (8 - 10 meses) de intensa actividad metabdlica bajo
condiciones in vitro en ambiente estéril de laboratorio, las plantas deben ser
aclimatizadas mediante la regulacion de las condiciones ambientales (luz, agua,

temperatura, humedad y viento) antes de su transferencia a campo.
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Primeramente, se procede a la extraccion de las plantas enraizadas que se
encuentran en los frascos de laboratorio, las mismas son separadas cuidadosamente
del medio de cultivo y se lavan con abundante agua para eliminar residuos del
gelificante que se encuentra adherido a las raices. Como parte de esta misma
operacion de preparacion de las plantas para ser transferidas al sustrato, las mismas
son clasificadas por tamafios, se sumergen en una solucién fungicida y son

plantadas.

El sustrato a utilizar durante la fase de aclimatizacion de las plantas producidas in
vitro, segun Carrillo (2004) tiene gran importancia en el desarrollo inicial del cultivo ya
que el sistema radicular se desarrolla en esta fase. Como la planta proviene de
cultivo in vitro tiene una gran exigencia nutricional que no serd suplida por el sustrato,
pero este debe presentar caracteristica estructurales y quimicas que facilite el

desarrollo de la misma.

En la caracterizacion de los sustratos se suelen distinguir tres tipos de propiedades:
fisicas, quimicas y biologicas; del conocimiento de estas propiedades dependera el

manejo adecuado de fertilizacion y del riego y por lo tanto, el éxito del cultivo.

Los sustratos deben cumplir determinados requisitos, dentro de los cuales se
destacan los siguientes:

Estabilidad fisica. No debe perder sus cualidades fisicas hasta transcurrido un

tiempo razonable. Por ejemplo, que no se apelmace con demasiada rapidez.

e Densidad. El sustrato debe ser ligero para facilitar el manejo y transporte de los

contenedores.

e Aireacion. Las raices para desarrollarse necesitan una buena aireacion. Cuando
se riega, una parte del agua drena dejando un espacio que ocupa el aire. Este

espacio debe ser como minimo un 20% del volumen.

e Acidez. Para la gran mayoria de las plantas el pH 6ptimo se sitla entre 5.5y 6.5.
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e Sanidad. Debe estar libre de patdgenos de cualquier tipo que puedan dafar las

plantas.

e Capacidad de retencion de nutrientes. Los nutrientes se aportan generalmente por
el agua de riego, el sustrato debe ser capaz de retenerlos. La medida de la
capacidad de retencién es la Capacidad de Intercambio I6nico, que indica la
facilidad con que el sustrato retiene y cede iones. Un sustrato 0ptimo debe tener

entre 15 y 50 meq/100 cm?®.

e Capacidad de retencién de agua. El sustrato debe retener la mayor cantidad de

agua posible sin poner en peligro la aireacion.

e Mojabilidad. Si se seca el sustrato, este debe ser capaz de volverse a mojar con
facilidad. A menudo cuando se utiliza turba deben anadirse otros productos que

mejoren su mojabilidad.

e Fertilidad. El sustrato debe disponer de los nutrientes que necesita la planta,

aunqgue estos pueden suministrarse externamente.

Teniendo en cuenta lo anterior Agramonte et al. (1998) sefialaron como los

materiales mas apropiados para la preparacion de sustratos los siguientes:
Turba

Se utiliza como enmienda organica o como sustrato de cultivo. Por las cualidades
que éste posee constituye el material base para cualquier sustrato, ya que los
vegetales que le dan origen fundamentalmente los musgos del género Sphagnum,
tienen la propiedad de ser muy higroscopicos aun después de muertos. Poseen una
porosidad de llenado de aire entre 10 y 25% y debe mantenerse entre 40 y 45% de

capacidad de campo, con un pH entre 5,5y 6.5.
Humus de lombriz

Es un abono orgénico producido por las deyecciones de las lombrices conocido
como Vermicompost, es el abono organico mas complejo e integral que se conoce,

de facil manejo y obtencion, su presencia fisica es de color negro, similar a la borra
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de café, muy liviano e inodoro, posee los nutrientes esenciales para la planta N, P, K,
Ca, Mg, Fe, Cu, Zn y Mo. Convierte con facilidad el nitrégeno y el fosforo orgéanico a

formas asimilables. Se emplean en proporciones de 25 a 50%.
Compost

Es el producto de la mezcla de todos los desechos vegetales y estiércol en pilas bien
ordenados y almacenados, con el objetivo de que sufran la descomposicion
microbiana mediante la fermentacion, convirtiéendose en un tiempo prudencial en
humus, dependiendo esto del grado de descomposicion de la materia prima

empleada, los microorganismos inoculados y el manejo realizado a las pilas.
Zeolita

Son aluminosilicatos hidratados generalmente sédicos, su estructura es cristalina,
semejante a un panal que permite la entrada de iones potasio (K) y amonio (NH,)
gue actuan como fertilizantes de lenta liberacién, mezcladas con turba pueden
alcanzar una capacidad de intercambio cationico de 250-300 meg/L. Al sustituir en su
estructura los atomos de silicio por los de aluminio, quedan cargas negativas que son
neutralizadas por la presencia de iones positivos de la disolucion del sustrato que

entran en su composicion.

La zeolita es capaz de retener agua utilizable por la planta lo cual reviste gran
importancia ya que se puede reducir el niumero de riesgos, con el consiguiente

ahorro de agua y energia.

Los autores referidos anteriormente sefalaron que las proporciones de materiales
mas apropiadas para a la preparacion de los sustratos en nuestras condiciones
deben ser zeolita (30%), humus de lombriz (50-70%) y compost (70-100%). En
platanos y bananos se han obtenido buenos resultados con la combinacién de 75%

de humos de lombriz y 25% de zeolita.

Durante el periodo de aclimatizacién se induce la transferencia del metabolismo
heterotroéfico al autotrofico, donde son realizadas modificaciones graduales mediante

un aumento progresivo de la irradiacion y una gradual disminucion de la humedad
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relativa del aire, que permita a la planta tener un mayor control sobre la pérdida y

absorcion de agua (Scaranari et al., 2009).

La mayoria de las veces que se planifica un area para la aclimatizacion de plantas in
vitro se piensa en instalaciones costosas como invernaderos, con o0 sin control de
temperatura, humedad relativa, CO,, iluminacién, etc. Sin embargo, con excepcion
de climas extremadamente fuertes, se pueden aclimatizar plantas con instalaciones
mucho mas sencillas. Para ello debe tenerse en cuenta el tipo de planta que se va a
adaptar, con sus requerimientos ambientales y el clima de la zona. Posteriormente se
decidira qué tipo de instalacion es la mas adecuada para cumplir con estos
propositos. El umbraculo es la instalacion mas sencilla y de menor costo inicial y de
mantenimiento. Para su construccién pueden utilizarse distintos materiales, como
tuberias galvanizadas con un tejido de alambres al cual se sujeta la malla plastica de
sombreo. Ademas, para la construccion de instalaciones mas ruasticas, dependiendo
de las disponibilidades locales pueden utilizarse otros materiales como madera o

tallos de bambu (Agramonte et al., 1998).

Segun Scaranari et al. (2009) la aclimatizacién del banano puede ser dividida en dos
fases. En la primera fase, las plantas procedentes del cultivo in vitro son transferidas
a un ambiente controlado (invernadero) con temperaturas que oscilen entre 20-28°C,
humedad relativa del 80-90% y un sombreo del 70% por un periodo de tres a seis

semanas.

Posteriormente, transcurrido la primera fase de adaptacion climatica las plantas
pasan a una segunda fase para su endurecimiento, la cuales son colocadas en
diferentes contenedores como potes o bolsas, se disminuye el sombreo (50%),
aumenta el rango de temperatura (18-34°C) y la humedad relativa es mantenida por
el encima del 75% para que se produzca un endurecimiento gradual. Estos mismos
autores (Scaranari et al., 2009), sefialaron que especial atencién para mantener el
balance adecuado de temperatura y humedad lo constituye disponer de un sistema
de riego que permita no solo la llegada de agua al contenedor donde se encuentran
las plantas, sino también que se humedezcan las hojas en momentos de elevada

temperatura.
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Con relacion al sombreado, Marie (1995) obtuvo los mejores resultados para la
aclimatizacion del cultivar 'Gran enano' mediante el uso de un cobertor oscuro (50%)
bajo una pelicula de plastico de 100 um durante la segunda fase, tanto para el

verano como la primavera.

Otros autores como Sandoval et al. (1991) resumen la aclimatizacion de los platanos
y bananos como sigue “inicialmente las plantas requieren de una alta humedad
relativa y deben colocarse, durante las primeras tres semanas, en un ambiente
hamedo y con un 75% de sombra. En estas condiciones la hoja nimero uno inicia su
emergencia ocho dias después de realizado el trasplante. El follaje que la planta
desarrolla in vitro es transicional y las hojas tienden a atrofiarse. El ritmo de emision
foliar es de aproximadamente una hoja cada ocho dias. Una préactica que favorece
notablemente el desarrollo y la adaptacion de las plantas, es la aplicacion foliar a los
15 y 30 dias después de realizado el trasplante de una solucion acuosa preparada
con los macro y micronutrientes de Murashige y Skoog. La etapa de adaptacién en el
invernadero se extiende hasta los 60 dias. Una vez transcurrida esta etapa, las
plantas pueden trasladarse al lugar definitivo de siembra en el campo.

Varios autores (Vuylsteke, 1989; Daniells y Smith, 1991; Vuylsteke y Talengera,
2015) han considerado las plantas aclimatizadas y aptas para el mercado cuando
hayan alcanzado wuna altura entre 25-30 cm, de cuatro a cinco hojas
fotosintéticamente activas, ademas de ser sometidas a una inspeccion rigurosa para

la eliminacién de las plantas débiles y/o fuera de tipo.
2.2.1.1.2. Propagacién por embriogénesis somatica de platanos y bananos

El uso de la embriogénesis somatica en cultivares comestibles de platanos y
bananos esta basado en las metodologias desarrolladas a partir de los explantes de
flores masculinas (Ma, 1991) y meristemos proliferantes (scalps en inglés) (Dhed’a et
al., 1991). A pesar de su alta capacidad de regeneracion a partir de suspensiones
celulares embriogénicas, esta via de regeneracion de plantas ha estado dirigida
principalmente a complementar el mejoramiento genético de este cultivo por métodos

biotecnolégicos (a través de la transformacion genética) y no a la propagacion
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comercial del cultivo, debido a los riesgos de variacion somaclonal con relaciéon a las
plantas propagadas por apices meristematicos (Strosse et al., 2003). Otros autores,
sin embargo, hacen referencia a su posible aplicacién en la propagaciéon masiva
(Suarez-Castella et al., 2012; Lépez et al., 2013; Rodriguez et al., 2016).

Lépez (2006) desarroll6 una metodologia para la regeneracion de plantas por
embriogénesis somatica en el cultivar de platano vianda ‘Navolean’ y posteriormente
fue escalada en biofabricas a los cultivares ‘CEMSA % e ‘INIVIT PV-0630’,
pertenecientes al mismo grupo gendmico. La transferencia fue realizada como con el
objetivo de complementar la propagacidén por organogénesis. La primera etapa del
trabajo se realiz6 en condiciones de laboratorio de investigacion donde se
establecieron las suspensiones celulares embriogénicas hasta la formacion y
maduracion de los embriones somaticos. Posteriormente los embriones soméaticos
maduros en condiciones de biofabricas son colocados a germinar hasta lograr su
conversion a plantas. En condiciones de produccidn se demostrd la buena
estabilidad genética de las plantas regeneradas (1,1% de variacion somaclonal)
(Lépez et al., 2013). De forma similar la propagacion por embriogénesis somatica a
nivel de biofabricas ha sido posible en otros cultivares de platanos y bananos como
‘Gran Enana’, ‘Pequena Enana’ (Dwarf Cavendish), ‘FHIA 18 y ‘FHIA 21’ (Gomez et
al., 2012; Suarez-Castella et al., 2012).

La propagacion por embriogénesis somatica es realizada a través de una serie de
fases bien definidas: induccion de la embriogénesis somética, formacién de los
embriones somaticos, maduracion de los embriones somaticos, germinacion y

regeneracion de plantas, las cuales se detallan a continuacion:
Induccidn de la embriogénesis somatica

La induccion de la embriogénesis somatica se realiza bajo la exposicion del explante
inicial a la auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), donde se forma un callo no
embriogénico, con porciones embriogénicas, las cuales son distribuidas al azar en la

superficie del callo no embriogénico.
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Luego para el establecimiento de las suspensiones celulares embriogénicas se logra
a partir de embriones somaticos en etapa globular, los cuales son tomados de las
porciones embriogénicas del callo, y transferidos a un medio de cultivo liquido en

agitacion.
Formacién 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 monocotiledoneas (Arnold et.al., 2002). En el caso de los platanos y bananos
son utilizadas dos alternativas de medio de cultivo: semisolido y liquido (Lépez,
2006).

Maduracién de los embriones somaticos

La fase de maduracion de los embriones somaticos 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 donde se adquiere tolerancia a la desecacion (Arnold et.al.,
2002).

Germinacién y conversién de plantas

La germinacion hace referencia al desarrollo de raices y brotes, mientras la
conversion es la supervivencia de éstos propagulos en condiciones ex vitro (Stuart y
Strickland, 1984). La misma es realizada en medios de cultivo semisélido y en
Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA® o Botellones (Nalgen), de 10 L siendo
estos ultimos donde mayor eficiencia se ha alcanzado durante la germinacion de los
embriones somaticos de platanos y bananos (Gomez et. al., 2002; Lopez, 2006).
Trascurrido un mes durante la germinacién de los embriones somaticos, los mismos

son transferidos a la fase de aclimatizacién para lograr la conversion a plantas.

Las condiciones y requisitos para lograr las plantas aptas para ser llevadas a campo

son las descritas para la fase IV de la propagacion por organogénesis.
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La aplicacién de la metodologia para el desarrollo de la embriogénesis somaticaen
cultivares de platano vianda, que utiliza como explante inicial apices de brotes de

yemas axilares posibilité obtener las plantas de 12 a 14 meses (L6pez, 2006).
2.2.2. Variaciones somaclonales en platanos y bananos

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.

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 composicién 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 (Martin et al., 2006).

Las variaciones somaclonales mas observadas en los platanos y bananos han sido:
cambios en altura, color, follaje, morfologia del pseudotallo y los 6rganos
reproductivos. De las citadas anteriormente (variaciones), las mas comunes
descritas para la fase de aclimatizacion han sido: mosaico y variegaciones, hojas
estrechas y deformadas, hojas de tipo coriaceo, pérdida del pigmento rojo
antocianico de las hojas y mutante enano (Israeli et al., 1995; Daniells y Smith, 1991,
Sandoval et al., 1997; Daniells et al., 1999).

Vuylsteke et al. (1991) y Dhed’a et al. (1991), fueron los primeros autores en hacer
referencia a la variacidbn somaclonal de las plantas del género Musa regeneradas a

partir de suspensiones celulares.

Las variaciones que afectan la altura, se presentan con mayor frecuencia en el
banano en un rango de 85-90% (Daniells et al.,, 1999). La variacion de la
inflorescencia relacionada con la forma y tamafo de la fruta son frecuentes en los
bananos del sub grupo Cavendish, mientras que la variaciéon de la morfologia del
racimo predomina en los cultivares de platanos de acuerdo con el grado de

degeneracion de la inflorescencia (Vuylsteke, 2001).
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Segun Gonzélez (1995) en condiciones de produccién del cultivar '‘Gran enano'
(AAA), del 75-80% del total de la variabilidad ocurrida han sido plantas enanas, 10%

de plantas mas altas tipo "Valery" y afectacion en el limbo 10%.

Por otra parte, Reuveni e Israeli (1990) sefalaron otras variantes somaclonales que
incluyen hojas variegadas, laminas distorsionadas, florecimiento retardado, forma
alterada del racimo y habito de crecimiento con hojas caidas, plantas gigantes
(anomalia foliar, caracterizada por hojas con bordes lobulados y presencia de
manchas de tamafo irregular en ambos lados de la hoja distribuidas por todo el
follaje. Otra variante llamada "Grele" se caracteriza por la presencia de plantas de

estatura reducida con un pseudotallo delgado (Sandoval et al., 1997).

En el caso de las plantas regeneradas via embriogénesis somatica del cultivar de
‘Grande Naine' (AAA), Israeli et al. (1995), observaron que las variantes mas

frecuentes fueron el enanismo y el tipo mosaico.

Otros autores como Sandoval et al (1997), después de realizar un estudio
comparativo de la tasa de multiplicacion in vitro de variantes enanas con plantas sin
variacion observaron que la proporcién de variantes enanas aumenté con el nimero

de subcultivos en los bananos micropropagados.

Lépez (2006) al evaluar el cultivar ‘Navolean’ (AAB), regenerado por embriogénesis
somatica inform6 que del total de variantes somaclonales observadas durante el
primer ciclo de evaluacion en campos 6lo se observé en el segundo ciclo de cultivo la
regresion al platano tipo French. Al respecto, Vuylsteke (2001), sefialé que este tipo
de variante somaclonal de inflorescencia se mantiene estable en los platanos

viandas, lo cual sugiere que esta variacion es 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).

A su vez GOmez et al. (2006), en un estudio realizado en campo de plantas del

cultivar hibrido de banano ‘FHIA-18’ regeneradas a partir de embriones somaticos
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multiplicados en biorreactores, observaron que las variaciones observadas (cambios
de coloracién del pseudotallo, enanismo y diferencias de pigmentacion de las hojas)
durante el primer ciclo del cultivo, se debieron a cambios epigenéticos;
permaneciendo solo las plantas con crecimiento retardado durante el segundo ciclo

de la plantacion.

La caracterizacion morfologica es la herramienta bésica para la correcta
identificacion y caracterizacion de cualquier cultivar. Siendo esta precisa y cualitativa
para una planta que se desarrolla en condiciones optimas donde son expresadas sus

caracteristicas (MusaNet, 2016).

La caracterizacion morfoagrondmica se ha utilizado en el monitoreo de la estabilidad
genética entre plantas procedentes del cultivo de tejidos, especialmente en plantas
regeneradas a partir de brotes axilares (organogénesis), por ser el método de

propagacion in vitro mas utilizado (Sandoval et al., 1997).
2.3. El campesino vinculado a la ciencia

En los tiempos que median entre los descubrimientos propiamente cientificos y sus
aplicaciones tecnoldgicas se acortan progresivamente hasta el punto de que en
muchos casos se pierde la frontera entre investigacion fundamental y aplicada. Por
otra parte, los focos de las sucesivas revoluciones cientifico-técnicas, por la
naturaleza de sus respectivos objetos, tienen impactos sociales y econdmicos
mayores y mas directos. La primera revolucién cientifico-técnica fue sobre la materia,
la segunda sobre la energia y la tercera y actual tiene como centros la cibernética,
las telecomunicaciones, la biotecnologia y la ingenieria genética, elementos todos
que modifican y continuardn haciéndolo mucho mas las relaciones sociales
(Fernandez, 2005).

De una parte, el auge y desarrollo alcanzado por estos grandes acontecimientos
cientificos y la necesidad urgente de alimentos para la humanidad, en un mundo que
se enfrenta a grandes retos imperado por el cambio climético que intensiva la sequia,

la salinidad de los suelos, desertificacion etc.; la agricultura familiar campesina, juega
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un papel esencial tanto en la produccion de alimentos como en el mantenimiento de

las economias rurales y en la custodia de la biodiversidad.

Sin embargo, segun Halewood et al. (2007) sefala que en el &mbito internacional por
diversas razones que escapan a su control, muchas de estas familias productoras,
viven en condiciones de pobreza, se encuentran en desventaja y no tienen suficiente
acceso a recursos y apoyo. Dentro de este contexto es importante sefialar que la
agricultura organica o ecologica, asi como otros modelos agroecologicos, ofrecen

soluciones a muchos de los desafios que enfrentan las familias campesinas.

En el caso del campesinado cubano las plantaciones de platanos y bananos son
sustentadas mediante el uso de “semillas” obtenidas tradicionalmente mediante la
extraccion de hijos provenientes de plantas en produccién con el riesgo implicito de

contraer plagas y enfermedades asociado a los bajos rendimientos agricolas.

Segun Sonnino y Ruane (2010) las tecnologias tienen que ser apropiadas,
accesibles y adaptadas a las necesidades locales de los agricultores pobres. Incluso
con los niveles actuales de tecnologia. Todo lo cual hace que sea necesaria la
adopcidn in situ de un sistema agricola adaptado a las familias campesinas, basado
en su conocimiento y capacidad para asimilar las nuevas tecnologias y que funcione

con insumos locales (Wigboldus et al., 2016).

El uso de plantas propagadas por métodos biotecnolégicos ha propiciado
incrementos econdmicos al comparar el material de plantacion procedente de campo.
Con relacion a lo anterior Lopez et al. (2013) sefialaron que el comportamiento de los
indicadores econdmicos en una hectarea del cultivar ‘CEMSA 34, perteneciente al
grupo AAB, plantado en la Cooperativa Cuba —Viet Nam, de la provincia de Villa
Clara logré la mayor ganancia neta ($ 22 294.00 CUP) cuando se utilizé el material
de plantacion proveniente de la embriogénesis somatica, superando en $ 62.00 CUP
al material de plantacion proveniente de organogénesis (meristemos apicales) y en $
7 585.00 CUP al material de plantacion de yemas de cormos provenientes del

campo.
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De manera que la aplicacion del cultivo de tejidos puede auxiliar a los agricultores a
lograr la transicion de subsistencia a generar ganancias, para lo cual es necesario
incorporar nuevas alternativas para la adquisicion de semillas que posean mayor
calidad, que puedan complementar la propagacion tradicional en el campo para
poder minimizar el riesgo intrinseco de contraer y propagar plagas y enfermedades al
cultivo por los métodos tradicionales de propagacion (Lule et. al., 2013). Ademas de
posibilitar la incorporacion de nuevos cultivares de recién obtencién e introduccion en

la produccién (Halewood et al., 2007).

Las plantas producidas por cultivo de tejidos son fundamentalmente libres de plagas
y enfermedades (con unas pocas excepciones). Dentro de sus multiples beneficios
se encuentran la produccién de plantas mas vigorosas, de mayor crecimiento y
rendimiento en menor periodo de tiempo comparado con el método de propagacion
tradicional. La posibilidad de disponer de plantaciones mas uniformes garantiza
poder hacer una mejor planificacién para su comercializacion, ademas de ofrecer una
rapida propagaciéon y distribucion del material de plantacion (Robinson y Galan-
Sauco, 2012).

El traslado de las plantas aclimatizadas desde su lugar de obtencion hasta su destino
final es realizado por varios tipos de transportacion, las cuales (las plantas) son
colocadas en bolsas de polietileno de diferentes tamafos, lo cual ha provocado
pérdidas debido fundamentalmente a la rotura de las bolsas, excesivo viento durante
su traslado y otras condiciones inapropiadas durante la transportacion. Todo lo cual
ha conllevado a instituciones cientificas y el campesino a buscar alternativas de
accion participativa para la adopcién de las plantas propagadas de platanos y
bananos por cultivo de tejidos en su finca de produccion que pueda contribuir a la

produccion sostenible de este cultivo por el campesino (Lule et al., 2013).

Los conocimientos alcanzados en el cultivo de los platanos y bananos y el uso de las
técnicas de cultivo de tejidos para la propagacion masiva de plantas han permitido
disponer en Cuba de una red nacional de biofabricas dedicadas a la produccion de
semillas. No obstante, a la eficiencia alcanzada durante el manejo de las etapas in

vitro (establecimiento, multiplicacion y enraizamiento) aun persisten las pérdidas

21



Revision bibliografica

ocasionadas en la etapa de aclimatizacion de las plantas, unido, a las pérdidas
ocasionadas durante el traslado de las plantas al destino final de la produccion.

Todo lo cual hace que sea necesario realizar estudios de forma participativa que
faciliten la aclimatizacion de las plantas con la intervencion del campesino en su
finca. Incentivar su escalado al campesino con recursos propios y aprovechar sus
conocimientos adquiridos durante varias generaciones de apego a la tierra, a su
cultura y tradiciones. Unido a lo anterior aprovechar la experiencia del campesino en
la validacion de nuevos cultivares de platano obtenidos y propagados por métodos
biotecnolégicos, motivado por la buena estabilidad genética de las plantas
propagadas por estos métodos (Lopez et al., 2005; Gomez et al., 2006; Garcia-
Aguila et al., 2007; Orellana et al., 2010).
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3. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) y la finca “La Fortaleza”,
perteneciente a la Cooperativa de Créditos y Servicios (CCS) “Quintin Bandera”,
ambos ubicados en Santo Domingo, en la provincia Villa Clara, durante el periodo
comprendido entre enero de 2014 y diciembre del 2016.

Se utilizé el cultivar de platano ‘INIVIT PV — enano’ (Musa spp., grupo AAB) (Gaceta
oficial de la Republica de Cuba, 2017) procedente del Banco de Germoplasma del
INIVIT, el cual pertenece al grupo AAB, subgrupo Plantain, denominado en Cuba
como platano macho o vianda (L6pez, 1989). La planta se caracteriza por tener porte
bajo, con una longitud del pseudotallo entre 165 y 200 cm, con pseudotallo de forma
conico y de color verde. Los racimos poseen de cinco a seis manos, que llegan a
tener 45 dedos por racimo como promedio con peso aproximado de 15 kg, tipo
pseudo-horn. Susceptible a la enfermedad Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis)
(Gonzalez, 2012).

Luego de discutir sobre la tematica a desarrollar y sus posibilidades de aplicacién, se
definié como colectivo de trabajo los miembros de una familia campesina en estrecha

vinculacion con profesionales y técnicos vinculados al proyecto.
Procedimientos generales

Propagacioén in vitro del cultivar ‘INIVIT PV - enano’ (Musa spp, grupo AAB)

como material de plantacion

Con el objetivo de disponer la cantidad necesaria de “semilla” para el montaje del
experimento en campo se multiplicd el cultivar objeto de estudio mediante la

propagacion por organogénesis y embriogénesis somatica.

El establecimiento in vitro de los apices meristematicos se realiz6é a partir de plantas
en floracion, previamente seleccionadas, con buen estado fitosanitario. Se
seleccionaron hijuelos tipo “espada”, con una altura entre 25 y 30 cm, los cuales se

plantaron en el Centro de Reproduccion Acelerada de Semillas (CRAS) donde se
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desarroll6 la Fase 0 de la micropropagacién. Las atenciones culturales durante esta
etapa se realizaron segun el protocolo desarrollado para la propagacion del platano
en los CRAS, detalladas en el Instructivo Técnico para la produccion de semillas de

viandas (Rodriguez et al., 2012).

Transcurridos 45 dias en las condiciones anteriores, se establecieron los apices in
vitro segun la metodologia descrita por Lopez (2006), para ambos métodos de
regeneracion de plantas,. La mitad de los materiales establecidos fueron
propagados por organogénesis durante 10 subcultivos y la otra parte de los mismos

se utilizaron para la propagacion por embriogénesis somatica (Figura 1y Tabla 1).

Germinacion de embriones

-~

~

—

Maduracion de embriones

Embriogénesis somatica
Organogénesis

Establecimiento Multi;ﬁicacién
A
Establecimiento y multiplicacién Callos con estructuras embriogénicas Apices de brotes de yemas
de suspensiones celulalares axilares

Figura 1. Metodologia aplicada para la regeneracion de plantas por organogénesis y
embriogénesis somética, en el cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV - enano’ (Musa

spp., grupo AAB) segun Lopez et al. (2013).
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Tabla 1 Composicion de los medios de cultivos utilizados en cada etapa de la

propagacion in vitro (mg.L™) del cultivar ‘INIVIT PV- enano’ (Musa spp, grupo AAB)

Segun Lépez (2006).

Organogénesis

Embriogénesis somatica

Elementos Establecimiento Multiplicacion _ _
o Enraizamiento CyS FE ME GE
in vitro P5-02*
Macro
MS MS MS »MS 2MS MS MS
elementos
Micro
MS MS MS MS MS MS MS
elementos
Vitaminas MS MS MS MS MS MS MS
Acido 10
o 10 10 10 10 10 10
ascorbico
Myo- inositol 100 100 100 100 100 100 100
AlA 0,88 0,18 - - - - 2
BAP 1,13 2,25 - - - - 0,5
AlB - - 0,1 - - - -
Ancymidol - 0,2-0,4 - - - - -
2,4-D - - - 1 - - -
Zeatina~ - - - 0,22 - 022 -
Sacarosa 309 309 309 309 30g 459 30g
Gelrite*** 2,39 2,39 2,39 239 2,3g 23g 2,39
pH 5,7
Leyenda:

Cy S. Callos y Suspensiones celulares
FE. Formacién de embriones

ME. Maduracion de embriones

GE. Germinacién de embriones

MS  Murashige y Skoog (1962)

Reguladores del crecimiento:

AIA. Acido indol acético BAP. 6-Bencilaminopurina

AIB. Acido indol butirico 2,4D. Acido 2,4-diclorofenoxiacético

*Afadir adicionalmente ancymidol (fase preparativa para inducir la embriogénesis somética)

**Esterilizar por filtracion, (0,22p)
*** No incluir para el medio de suspensiones celulares
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3.1. Aclimatizacion ex vitro de las plantas regeneradas por
organogénesis y embriogénesis somatica en condiciones de finca de

produccion

A partir de los embriones somaticos y plantas producidas por organogénesis se
obtuvo el material vegetal necesario para su evaluacion durante la fase de

aclimatizacion y campo (Figura 2).

Figura 2. Embriones somaticos (izquierda) y plantas regeneradas por organogénesis

(derecha) utilizadas para el montaje de los experimentos del cultivar de platano
vianda ‘INIVIT- PV enano’ (Musa spp., grupo AAB).

Con el objetivo de lograr la aclimatizacién ex vitro de las plantas procedentes del
cultivo de tejidos (organogénesis y embriogénesis somatica) en condiciones de finca

de produccion, a partir de las condiciones locales existentes, se utilizé un umbraculo
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rustico utilizado para el establecimiento de semilleros de hortalizas en la CCS
“Quintin Bandera” referida anteriormente (Figura 3), segun el manual para la

aclimatizacion de plantas de platanos y bananos obtenidas in vitro (IBP, 2013)
(Figura 4).

Figura 3. Umbraculo rustico utilizado en la finca de produccién para la aclimatizacion
de las plantas producidas in vitro por organogénesis y embriogénesis somatica del

cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV — enano’ (Musa spp., grupo AAB).
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Figura 4. Plantacion de las plantas producidas por organogénesis y embriogénesis
somatica del cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV — enano’ (Musa spp., grupo AAB)

para su aclimatizacién ex vitro.

El mismo, fue cubierto completamente hasta el suelo con una malla antiafidos y
protegido parcialmente por una cerca de Escanddn a uno de los lados y a lo largo del

umbraculo.

Durante el periodo de aclimatizacién, el experimento consistié en el manejo del
cobertor del umbraculo (malla antiafidos) combinado con el tipo y frecuencia del
riego. El tiempo total para la aclimatizaciéon fue de 10 semanas (Tabla 2).
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Tabla 2. Manejo para la aclimatizacion del cultivar ‘INIVIT PV — enano’ (Musa spp.,
grupo AAB) en umbraculo rustico perteneciente a la CCS “Quintin Bandera” del

municipio de Santo Domingo.

Cantidad de _ o Tipo de
Uso del cobertor Riegos diarios _
semanas riego
3 Umbraculo  cubierto  con 3 Regadera

malla antiafidos doble

2 Umbraculo cubierto con 3 Regadera
malla antiafidos sencilla

1 Umbraculo descubierto de 3 Regadera
malla antiafidos

4 Transferencia de las plantas 3 Manguera
a bolsas de polietileno fuera

del umbraculo

Dentro del umbréaculo fueron colocadas bandejas de plastico de 28 alvéolos, donde
se plantaron las plantas a un centimetro de profundidad, en un sustrato constituido
por compost, segin Agramonte et al. (1998). Posteriormente las plantas fueron
colocadas en bolsas de polietileno negro (55 cm de didmetro x 32 cm de alto) con el
sustrato constituido por 70% de suelo y 30% de compost durante cuatro semanas

antes de su transferencia a campo.

Se utilizaron 1000 plantas procedentes de cada tipo de método de propagacion in
vitro utilizado (organogénesis y embriogénesis somatica). Las plantas utilizadas de
ambos métodos de regeneracién de plantas tuvieron una altura de 3-5 cm con 2-4
hojas, segun lo indicado por varios autores como requisitos de buena calidad para la
aclimatizacion de platanos y bananos propagados in vitro (Vuylsteke, 1989; Robinson
y Galan-Sauco, 2009; IBP, 2013).

A las dos semanas de realizada la plantacion se evalud la supervivencia de toda la
poblacion y a las 10 semanas (antes de la transferencia a campo de las plantas in

vitro) se evaluaron variables morfolégicas (50 plantas) de cada procedencia y los
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cambios fenotipicos de toda la poblacibn segun la metodologia propuesta por

Sandoval et al. (1997) para el género Musa.

» Variaciones somaclonales observadas:

» Cambio de coloracion en las hojas y el pseudotallo

* Hojas deformadas

* Hojas coriaceas

* Plantas enanas

» Variaciones morfolégicas evaluadas:

+ Altura de la planta (cm)

» Diametro del pseudotallo (cm)

* Numero de hojas
El procesamiento estadistico de los datos experimentales se realizO mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Para la comparaciéon multiple de medias se aplico la

prueba T Studen con un nivel de significacion de p <0,05.

3.2. Evaluacién en campo de las plantas regeneradas por organogénesis

y embriogénesis somatica

Con el objetivo de evaluar la variabilidad fenotipica que se podria producir mediante
la propagacion por el cultivo in vitro, en condiciones de finca de produccion se
plantaron en el campo todas las plantas procedentes de la regeneracién por
embriogénesis soméatica y de la regeneracion por organogénesis, en comparacion
con la propagacion convencional (cormos) como control del experimento, durante su

primer ciclo del cultivo en campo.

Los cormos utilizados como control de la propagacién convencional fueron de calibre
B, los cuales tenian un peso entre 1,81 - 2,72 kg y se mondaron de forma ligero con
machetin para evitar dafios excesivos, segun recomendaciones técnicas (Rodriguez
et al., 2012).

La plantacion se realiz6 en un suelo Pardo mullido medianamente lavado (Hernandez

et al., 2015). Se utilizé una distancia de plantacion de 3,60 x 1,20 m. Las atenciones
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culturales se realizaron segun el Instructivo Técnico para el cultivo del platano
(INIVIT, 2007).

Se evalué el porcentaje de variaciones somaclonales a los seis meses de la
plantacién y en el momento de la cosecha, segun la metodologia propuesta por
Sandoval et al. (1997).

« Cambio de coloracién en las hojas y el pseudotallo
* Hojas deformadas
* Pseudotallos finos
» Variaciones del racimo en el momento de la cosecha
En el momento de la cosecha fueron evaluadas las variables morfologicas y

agronomicas siguientes:
» Variables morfoldgicas evaluadas en el momento de la cosecha:

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

dltimas hojas emitidas (cm)
e Diametro del pseudotallo, medido a un metro de la base de la planta (cm)
e Numero de hojas activas
» Variables agrondmicas evaluadas en el momento de la cosecha:
e Peso del racimo (kg)
e NUmero de manos por racimo
e NuUmero de dedos por racimo

Se utilizé un disefio experimental en blogues al azar con tres replicas.

El procesamiento estadistico de los datos experimentales se realizO mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Para la comparacién multiple de medias se aplicé la

prueba de Tukey con un nivel de significacién de p <0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aclimatizacion ex vitro de las plantas regeneradas por organogénesis y

embriogénesis somatica en condiciones de finca de produccion

Independientemente a las condiciones rusticas y de bajos insumos en la finca de
produccion para la aclimatizacion de plantas, la estrategia implementada por la
familia campesina posibilit6 que las plantas procedentes del cultivo in vitro
(organogénesis y embriogénesis somatica) tuvieran una buena adaptacion climatica

a las condiciones ex vitro.

Durante esta fase las atenciones culturales realizadas fueron encaminadas a
producir un cambio gradual en las plantulas, de manera que las mismas puedan
sobrevivir en las condiciones actuales de aclimatizacion debido a la intensa actividad

metabolica bajo las condiciones in vitro antes de su trasplante.

Sin menospreciar la importancia de los procedimientos de aclimatizacion in vitro y el
valor incalculable que éstos pueden tener para lograr plantas de mayor calidad y
disminuir los costos, hay que decir que la aclimatizacion ex vitro sigue siendo una

etapa necesaria en cualquier protocolo de micropropagacion.

Transcurridas dos semanas de adaptacion climatica el porcentaje de supervivencia
de las plantas regeneradas por organogénesis fue de 94,2% y de 92,6% en las
plantas regeneradas por embriogénesis somatica. Los resultados alcanzados en este
indicador permitieron continuar los estudios sobre la aclimatizacién de las plantas en
las condiciones de trabajo descritas anteriormente, al obtener porcentajes de
sobrevivencia por encina del 90% (IBP, 2013).

La desecacion de las plantulas, debido a la pérdida de agua foliar y restringida toma
de la misma por la incapacidad de las raices en los primeros momentos, es la
principal causa de la muerte de las mismas en condiciones ex vitro. Durante el
proceso de aclimatizaciéon la humedad relativa, la luz y la temperatura son los
factores ambientales que mas afectan la supervivencia y la fotosintesis neta de las

plantulas (Preece y Sutter, 1991)
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La luz es uno de los factores que influyen en la fase de aclimatizacion. El control de
la intensidad luminica es importante ya que las plantas provienen de un ambiente
con baja intensidad y se transfieren a uno con alta intensidad, lo cual puede causar

guemaduras severas del follaje.

Para atenuar el efecto de la luz se emplean mallas plasticas de diferentes
porcentajes de sombreo durante las primeras semanas. Posteriormente, estas se
retiran gradualmente, hasta que las plantas son expuestas al mayor nivel de luz
posible, lo cual facilita su posterior adaptacion a condiciones de campo (Agramonte
et al., 1998).

Las condiciones creadas en el umbraculo con el manejo del cobertor utilizado,
posibilitaron un aumento gradual de la luz solar a medida que transcurrieron los dias
para su aclimatizacion, lo cual se logré disminuyendo en el tiempo el nimero de

capas utilizadas durante el periodo de aclimatizacién en el umbraculo rustico.

Segun el Instructivo técnico “Fase de Aclimatizacion de Bananos y Viandas” editado
por la direccién de Agricultura (MINAG, 2018) la intensidad de la luz durante la
aclimatizaciéon debe ser regulada, en las dos primeras semanas a partir de la
siembra, es aconsejable una reduccion de la luz solar hasta un 30%; entre los 15 y
30 dias posteriores, la intensidad puede alcanzar el 70% y a partir de los 30 dias ya
pueden recibir la luz solar directa en especies de ciclo en adaptacién de 30 a 45 dias.
En sentido general se le puede retirar el cobertor o sardn 15 dias antes de la salida a

campo abierto si contamos con tineles o casas de cultivo.

Las areas que tienen las Biofabricas para aclimatizar en estos momentos son
umbraculos, que no permiten la regulacion de la intensidad luminosa, por lo que
empleamos saran que proporciona 70% de sombra con 30% de luz, esto hace que
las plantas al llegar a las condiciones de campo abierto sufran mas e incluso si el
riego no es muy eficiente tengan un porciento de pérdida en el trasplante que no

debe exceder nunca del 10% y sea necesario en ocasiones la resiembra en campo.

Por otra parte, como las plantas provenientes del cultivo in vitro no son capaces de

regular su economia hidrica, éstas deben mantenerse en condiciones de alta
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humedad relativa en el periodo inicial de aclimatizacion, lo cual se logré6 ademas con
la frecuencia y tipo de riego utilizado por la familia campesina, hasta lograr disminuir

la humedad relativa gradualmente hasta alcanzar los niveles del ambiente externo.

Durante el desarrollo de esta etapa no se observaron plantas con cambios
fenotipicos en ambos métodos de regeneracion de plantas utilizados por cultivo de
tejidos. Con relacion a esto Sandoval et al. (1997), sefialaron que en esta fase
solamente se puede detectar alrededor de un 60% de variantes somaclonales, o sea,
gue no quiere decir que no hayan estado presentes, lo que hace necesario continuar

las evaluaciones de estas plantas en campo hasta completar su ciclo de desarrollo.

Céte et al. (2000), durante la fase de aclimatizacion de plantas regeneradas de
embriones somaticos en el cultivar ‘Grande Naine’ (AAA), observaron hojas
variegadas (0,5-1,3%) y plantas con hojas dobles que constituyeron el 0,5 - 2,0% de
la poblacion.

Lépez et al. (2005), al evaluar la presencia de variantes somaclonales durante la
aclimatizaciéon de embriones somaticos del cultivar de platano vianda 'Navolean'
(Musa AAB) utilizando como explante inicial apices meristematicos de brotes de
yemas axilares y multiyemas (scalps), obtuvieron una variacion somaclonal
correspondiente a manchas irregulares de las hojas (variegadas), cuyos porcentajes

fueron 0,4 y 0,5% respectivamente.

Posteriormente, GOmez et al. (2006), durante un estudio comparativo en casa de
cultivo de plantas del cultivar hibrido de banano 'FHIA-18' (AAAB), obtenidas por
embriogénesis somatica y organogénesis describieron un 0,4% de plantas con hojas
variegadas en las plantas de embriones sométicos regeneradas en biorreactores y
0,3% en las obtenidas de brotes axilares.

Orellana et al. (2010) en una poblacion de 13 000 plantas del cultivar ‘Cavendish
enano’ (Musa AAA) obtenidas mediante embriogénesis somatica evaluadas en la
fase de aclimatizacion solo encontraron 0,1% de cambios fenotipicos distribuidos en
plantas con hojas variegadas (0,02%), plantas en forma de abanico (0,06 %) y
plantas coriaceas (0.01%).
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Garcia-Aguila (2011), observé en la fase de aclimatizacion el cultivar hibrido de
platano 'FHIA-21' regenerado por embriogénesis somatica, variantes somaclonales
correspondientes a plantas con hojas variegadas, plantas con hojas dobles y cambio
en el habito de crecimiento (abanico). La incidencia de los diferentes tipos de
cambios fenotipicos anteriores representd el 0,19% de las plantas regeneradas por
embriogénesis somética y el 0,50% de las plantas obtenidas por organogénesis

segun la misma autora.

Vizcaino (2012), al evaluar los cambios fenotipicos de plantas propagadas por
embriogénesis somatica y organogénesis del cultivar de platano ‘INIVIT PV - 0630’
grupo AAB), observé en ambos sistemas de regeneracion de plantas solo 1% de
plantas atipicas, entre ellas plantas con cambio de coloracién en las hojas y plantas

con hojas coriaceas.

Transcurridos seis semanas de adaptacion climatica en el umbraculo (Figura 5) las

plantas fueron trasplantadas a bolsas de polietileno (Figura 6).

Figura 5. Plantas del cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV — enano’ (Musa spp., AAB)
durante seis semanas en el umbraculo, antes de su transferencia a bolsas.
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Figura 6. Transferencia de las plantas del cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV —

enano’ (Musa spp., AAB) del umbraculo a bolsas durante cuatro semanas.

A las 10 semanas en esta fase y previo a su trasplante a las condiciones de campo,
con relacion a las variables medidas (altura de la planta, nimero de hojas y didmetro
del pseudotallo) solo hubo diferencias estadisticas significativas en la altura de la
planta a favor de las plantas regeneradas por embriogénesis somatica (Tabla 3).

36



Resultados y discusion

Tabla 3. Comparacion entre las plantas obtenidas por embriogénesis somética y
organogénesis del cultivar de platano vianda INIVIT PV - enano’ (Musa spp., grupo

AAB) a las10 semanas de aclimatizacion ex vitro.

Método de regeneracion Altura planta  No. de Diametro Pseudotallo
utilizado (cm) hojas (cm)
Embriogénesis somatica 17,0 a* 4,7 1,1
Organogénesis 150b 5,0 1,0

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren estadisticamente segun la prueba
de T-Studen para p < 0,05 (n=50)

Resultados similares fueron obtenidos por Gémez et al. (2006), al evaluar plantas
propagadas por apices meristematicos (organogénesis) y embriogénesis somatica
del cultivar hibrido ‘FHIA-18 referente a la altura de la planta, donde resulté
significativamente superior esta variable en las plantas propagadas por
embriogénesis somatica con relacion a las plantas propagadas por organogénesis.

Segun los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas por varios
investigadores (Goémez et al.,, 2006; Lépez, 2006) sobre las diferentes variables
evaluadas durante la fase de aclimatizacién de las plantas regeneradas por métodos
biotecnoldgicos de diferentes cultivares de Musa, se ha demostrado que resulta
indispensable continuar con estos estudios hasta la fase de campo para poder
estimar la frecuencia de variantes somaclonales de las plantas regeneradas por

métodos biotecnoldgicos.

Con relacion al uso de plantas procedentes de la propagacion por métodos
biotecnolégicos por los campesinos, Escobar et al. (2002) establecieron un
laboratorio piloto rural para la produccion de material de siembra de los agricultores
en la zona del departamento del Cauca (Colombia) con el objetivo de desarrollar e
implementar con los agricultores una técnica in vitro, simple, eficiente y de bajo costo

para la propagacion de cultivares de yuca de importancia.
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En el cultivo de los platanos y bananos las iniciativas anteriores han estado dirigidas
a la aclimatizacion de las plantas en zonas campesinas. Lule et al. (2013) elaboraron
un manual para la aclimatizacién de plantas de bananos producidas in vitro en
condiciones de campesinos para la aclimatizacion de plantas de bananos producidas

in vitro.

Dubois et al. (2015), en un estudio realizado en diferentes sitios (Burundi, Kenya y
Uganda) para la aclimatizacion de plantas de bananos producidos in vitro,
concluyeron que la tecnologia de cultivo de tejido es especialmente importante para
las familias campesinas ubicadas en areas con restricciones de produccion de

platanos y bananos, asi como areas situadas de los grandes mercados.

Wong et al. (2015), en estudio realizado para la aclimatizacién del cultivar ‘Berangan’
(AAA) por campesinos, sefalaron que los mismos prefirieron las plantas procedentes
del laboratorio que tenian una altura entre 10 - 15 cm, las que tuvieron mejor
desarrollo en relacion a altura entre 15 — 25 cm también empleada. No obstante, a lo
anterior, estos autores concluyeron que ambas plantas con diferentes alturas

estuvieron listas para su trasplante a bolsa en los primeros 36 dias.

Los resultados alcanzados en este experimento demostraron la factibilidad de poder
realizar la aclimatizacibn de las plantas obtenidas por métodos biotecnoldgicos
(organogénesis y embriogénesis somatica) en el cultivar objeto de estudio en las
condiciones de la finca de produccion del campesino, motivado ademas por el interés
de este en su empeiio de llevar al surco lo que mejor se va a comportar en su suelo y

le genere ganancias para su economia familiar.

4.2. Evaluacion en campo de las plantas regeneradas por organogénesis y

embriogénesis somatica

Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas en campo se pudo apreciar el buen
vigor de la plantacion y las caracteristicas morfolégicas que identifican al cultivar

objeto de estudio (Gonzéalez, 2012).

Las observaciones fenotipicas realizadas a los seis meses de la plantacion

permitieron determinar algunos cambios morfologicos entre las plantas regeneradas
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in vitro con relacion al control utilizado de cormos. De manera que la frecuencia total
de variacion somaclonal en las plantas procedentes de organogénesis fue de 0,21%

y de en las plantas regeneradas por embriones somaticos 0,54% (Tabla 4).

Tabla 4. Variantes fenotipicas observadas en las plantas propagadas por
embriogénesis somatica, organogénesis y cormo durante el primer ciclo vegetativo
en campo del cultivar de platano vianda ‘INIVIT - PV enano’ (Musa spp., grupo AAB).

Embriogénesis

Organogénesis . Campo
Tipos de variantes (%) somatica

Cant % Cant % Cant %
Cambio de color pseudotallo 2 0,21 3 0,32 0 0
Pseudotallo finos 0 0 2 0,22 0 0
Cambios totales 2 0,21 5 0,54 0 0

Las plantas con la presencia del pseudotallo fino (Figura 7) se caracterizaron por un
desarrollo inferior y alargamiento del ciclo de produccién con relacion al resto de la

poblacion
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Figura 7. Planta con pseudotallo fino procedente de embriones somético del cultivar
de platano vianda ‘INIVIT - PV enano’ (Musa spp., grupo AAB), durante el primer

ciclo de cultivo en campo (420 dias).

Los estudios disponibles en la literatura cientifica sobre la evaluacion en campo de
platanos y bananos propagados por meétodos biotecnoldgicos indican que es posible
su propagacion in vitro. Al respecto Cote et al. (2000) no observaron cambios
fenotipicos durante la evaluacion de 500 plantas de ‘Grande Naine’ (Musa AAA)
obtenidas a partir de suspensiones celulares embriogénicas con similar respuesta

agronomica a las plantas propagadas por organogénesis.

Se observaron cambios fenotipicos en las plantas propagadas in vitro, tal como se ha

descrito, los cuales han sido relacionados con el genotipo, explante inicial y las

40



Resultados y discusion

condiciones de cultivo in vitro (Reuveni e Israeli, 1990). Por otra parte, Gomez et al.
(2006) encontraron 1,0% de plantas con retardo del crecimiento (enanas) en 1 500
plantas del cultivar hibrido ‘FHIA-18’ regeneradas de embriones somaticos cultivados

en biorreactores.

Lépez (2006), durante la evaluacibn en campo de 1000 plantas del cultivar.
‘Navolean’ (Musa ABB) al utilizar el mismo explante utilizado para inducir la
embriogénesis somatica que en la presente investigacion (apices de brotes de yemas

axilares) obtuvo una variacion somaclonal de 1,1%.

Otros autores, cuando evaluaron la presencia de cambios fenotipicos en campo en
un mayor numero de plantas de diferentes cultivares de platanos y bananos
obtenidas mediante embriogénesis somatica, también encontraron bajos los
porcentajes de plantas con cambios fenotipicos. Por ejemplo, Garcia-Aguila et al.
(2007) en la evaluacion de 6252 plantas durante un ciclo de cultivo en campo del
cultivar hibrido ‘FHIA-21’ (Musa spp., grupo AAAB) encontraron solo una variacion de
0,015% y Orellana et al. (2010) al evaluar 6720 plantas del cultivar ‘Cavendish
enano’ (Musa AAA) durante dos ciclos en campo, informaron 0,34% de variabilidad
observada. Esto mismos autores sefialaron que en el segundo ciclo en campo de los
cultivares referidos anteriormente las Unicas variaciones que permanecieron fueron
las referidas al porte bajo de la planta y menor circunferencia del pseudotallo en las

mismas plantas detectadas en el primer ciclo.

También Vizcaino (2012), en el cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV - 0630’ (Musa
spp., grupo AAB) y durante el primer ciclo vegetativo en campo al estudiar la
presencia de variantes fenotipicas en plantas regeneradas por embriogénesis
somatica y organogénesis en comparacion con plantas propagadas por cormos
encontré 0,7% de variaciones en las plantas propagadas por embriones somaticos,
0,9% para las plantas propagadas por organogénesis y 0,1% en el control de cormos

procedentes de campo.

Al evaluar en el momento de la cosecha (Tabla 5) el diametro del pseudotallo de las
plantas procedentes de embriones soméaticos se observo que alcanzaron el mayor

valor (44,21 cm), las cuales se diferenciaron estadisticamente con las plantas
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provenientes de organogénesis (43,12 cm) y estas a su vez con las procedentes de
campo que alcanzaron el menor valor (39,96 cm). Con relacién a la altura de la
planta y el numero de hojas activas correspondientes a las plantas procedentes de
embriones somaticos (265,02 cm de altura y 11,06 hojas) y organogénesis (264,56
cm de altura y 10,96 hojas) no hubo diferencia significativa entre estas y si con
relacion a las plantas procedentes de campo donde se obtuvieron los valores mas
bajos (249,75 cm de altura y 9,33 hojas).

Tabla 5. Caracteristicas morfologicas de las plantas procedentes de embriogénesis
somatica, organogénesis y cormos del cultivar de platano vianda ‘INIVIT - PV enano’

(Musa spp., grupo AAB), durante el primer ciclo de cultivo en campo (420 dias).

_ Diametro . .
Procedencia Altura (cm) Hojas activas
pseudotallo (cm)
Embriogénesissomética 265,02 a 44,21 a 11,06 a
Organogénesis 264,56 a 43,12 b 10,96 a
Cormos 249,75 b 39,96 ¢ 9,33b

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren estadisticamente segun la prueba
de Tukey para p < 0.05 n=48

GOmez et al. (2006), al evaluar la altura en plantas propagadas por &pices
meristematicos (organogénesis) y embriogénesis soméatica del cultivar hibrido ‘FHIA-
18’ en condiciones de campo no encontraron diferencias significativas en ambas

poblaciones.

Por otra parte Orellana et al. (2010), cuando evaluaron plantas del cultivar
‘Cavendish enano’ (Musa spp., grupo AAA) en condiciones de campo y procedentes
de embriones somaticos y cormos, afirmaron que las evaluaciones en las variables
cuantitativas relacionadas con el rendimiento, durante el primer ciclo, al comparar los
dos métodos de propagacion, mostraron que las plantas obtenidas por
embriogénesis somatica no difirieron significativamente tampoco en la altura de la
planta pero si en el resto de las variables donde mostraron valores superiores,

incluyendo un mayor peso del racimo. Luego en el segundo ciclo de cultivo en campo
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encontraron diferencias significativas en la altura de la planta y se mantuvo la
superioridad de las plantas obtenidas por embriogénesis somatica, respecto a las de
cormo en todas las variables evaluadas, con excepcion el nimero de dedos de la

primera mano que no difirié entre las dos poblaciones.

Los resultados anteriores, mostraron que las plantas procedentes de embriogénesis
somatica y organogénesis tuvieron un mejor desarrollo con respecto a las plantas

procedentes de cormos

En cuanto a las variables de produccién como componente principal del rendimiento
(Tabla 6) se observé la misma tendencia cuando se evalud las variables vegetativas
anteriores. En todas las evaluaciones realizadas en plantas provenientes de la
propagacion por métodos biotecnoldgicos (Figura 8) éstas superaron las plantas
procedentes del método de propagacion por cormos con diferencias estadisticas

significativas.

Tabla 6. Caracteristicas agronémicas evaluadas en las plantas procedentes de
embriogénesis somatica, organogénesis y cormos del cultivar. ‘INIVIT - PV enano’

durante el primer ciclo de cultivo en campo (420 dias).

Procedencia Peso racimo (kg) Numero de manos Numero de dedos
Embriogénesis soméatica 12,04a 7,04a 45,58 a
Organogénesis 11,86 a 6,58 b 4552 a
Cormos 10,01 b 6,04 c 39,88 Db

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren estadisticamente segun la prueba
de Tukey para p < 0.05 (n=48)

Al evaluar el peso del racimo de las plantas regeneradas por embriones somaticos
no difirieron estadisticamente (12,04 kg) con relacion a las plantas regeneradas por
organogénesis (11,86 kg). En el caso del numero de dedos no se obtuvo diferencias
estadisticas significativas entre ambos métodos de regeneracion de plantas por
biotecnolégicos y si difirieron estadisticamente con las plantas procedentes de

campo.
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Figura 8. Cultivar de platano vianda ‘INIVIT- PV enano’ (Musa spp., grupo AAB)

propagado por embriogénesis somatica en la finca de produccion.

En el caso del numero de manos fue superior en las plantas procedentes de la
embriogénesis somatica (7,04) con diferencias estadisticas significativas de las
plantas regeneradas por organogénesis (6,58) y campo (6,04) donde se obtuvieron

los valores mas bajos.

Al evaluar las variables agronémicas se observo un incremento a favor de las plantas
procedentes de métodos biotecnolégicos, probablemente esto esta relacionado por el
rejuvenecimiento fisiolégico in vitro que se produce 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 fisiologico de
determinadas variables agrondmicas (Pérez, 1998). Lo cual ha sido muy observado
en platanos y bananos por varios autores (Sandoval et al., 1991).
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Garcia-Aguila (2007) sefialé que la evaluacion de los caracteres agrondémicos en las
plantas del cultivar hibrido ‘FHIA 21’ (peso de los racimos, nimero de manos y
namero de frutos) no mostraron diferencias estadisticas entre las plantas
procedentes del cultivo in vitro (embriogénesis somética y organogénesis), pero si
con respecto a las plantas procedentes de semilla asexual (cormos). Sin embargo,
estos mismos autores sefialaron que el mayor numero de hojas funcionales, en el
momento de la cosecha, se presentd en las plantas obtenidas de embriones

somaticos.

Lépez (2006) al evaluar en campo plantas propagadas por embriogénesis soméatica
en el cultivar de platano vianda ‘Navolean’ Musa spp., grupo AAB, luego de dos
ciclos de cosecha demostré que del total de variantes somaclonales observadas
durante el primer ciclo de evaluacion en campo, solo se observé en el segundo ciclo
de cultivo la regresion al platano tipo French. Con relacion a esto, Vuylsteke (2001),
sefald que este tipo de variante somaclonal de inflorescencia se mantiene estable en
los platanos viandas, lo cual sugiere que esta variacion es 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).

Las evaluaciones realizadas durante todo el ciclo de cultivo demostraron que se
puede propagar el cultivar objeto de estudio por métodos biotecnolégicos por no ser

significativo el porcentaje de variantes somaclonales.

Por otra parte, este cultivar mantuvo las caracteristicas fenotipicas descritas por sus
obtentores (Tabla 7).
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Tabla 7. Descriptores esenciales para la caracterizacion del cultivar ‘INIVIT PV —

enano.

No.

Descriptor

Descriptores de la planta
Habito foliar:
Altura:
Perimetro:
Color del pseudotallo:
Numero de hijos:
Manchas en los hijos:
Hojas

Numero de hojas en floracion:
Numero de hojas en cosecha:

Longitud del peciolo:
Longitud de la hoja:

Ancho de la hoja:

Color de las hojas:

Aspecto de la cara superior:
Canal de la lll hoja:

Inflorescencia
Posicién del racimo:

Forma del racimo:
Apariencia del racimo:
Frutos:
Tipo de raquis:
Frutos
Posicién de los frutos:
Forma del apice:
Numero de frutos / racimo:
Longitud del fruto:
Grosor de los frutos:
Color de la céascara:
Color de la cascara madura:
Sabor:

Normal
1,60m-20m
0,40-0,50 m
Verde

mas de 4

Sin manchas

12

7

40 cm
<170 cm
71-80 cm
Verde
Brillante

Estrecho con margenes
erectos

Formando un angulo de
45°

Conico

Compacto

Uniseriados

Ausente

Curvos hacia arriba
Puntiagudo

45-50 frutos
+25cm

+15cm

Verde

Amatrillo vivo
Astringente y dulce
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De manera que ha sido de consenso entre los productores de platanos y bananos los
criterios de Stover (1987) al considerar comercialmente aceptable hasta un 5,0% de

variantes somaclonales en plantas propagadas por organogénesis.

Resultados mas resientes obtenidos por Nandhakumar et al. (2017), al estudiar la
estabilidad genética de las plantas regeneradas por embriogénesis somatica en
comparacion con las plantas producidas mediante la propagacion tradicional por
cormos, de los cultivares ‘Rasthali’ Musa spp., grupo AAB, Silk) y ‘Gran enano’ (Musa
spp., grupo AAA) demostraron mediante marcadores genéticos (ISSR) que en los
cultivares estudiados por estos autores es posible la obtencion de plantas
genéticamente estables mediante el uso del sistema de regeneracion de plantas por
embriogénesis utilizado. Los resultados alcanzados en la presente investigacion
demostraron que es posible lograr la aclimatizacion de las plantas propagadas por
métodos biotecnoldgicos en condiciones de finca de produccion con la participacion
de la familia campesina, ademas del uso por los campesinos del cultivar objeto de
estudio dado el bajo porcentaje de variaciones fenotipicas observadas. Todo lo cual
evidencia la factibilidad de poder utilizar el esquema de trabajo desarrollado (Figura
9) como una alternativa para mitigar el cuello de botella en la cadena productiva de

este cultivo.

Segun Altieri et al. (1912) una estrategia para lograr una productividad agricola
sustentable tendra que hacer mucho mas que simplemente modificar las técnicas
tradicionales. Una estrategia exitosa sera el resultado de enfoques novedosos para
disefiar agroecosistemas que integren el manejo con la base de recursos regionales
y que operen dentro del marco existente de condiciones ambientales y
socioeconémicas. Por otra parte una agricultura sustentable se logra al restituir la
diversidad agricola, siendo un problema critico en la agricultura moderna la pérdida

de biodiversidad, la que llega a su maximo en forma de monocultivos agricolas.

Basado en lo anterior la posibilidad que le ofrece al campesino conocer y explotar
otra forma de asimilar la produccion de semillas en la finca le provee a este los

conocimientos necesarios para no solo incrementar los rendimientos sino para

47



Resultados y discusion

ampliar la estructura clonal de los cultivos a través de la introduccién de nuevos

cultivares obtenidos en el pais.

Cantidadde  Uso del cobertor Riegos
semanas diarios
3 Umbraculo  cubierto 34
con malla antidfidos

doble

2 Umbraculo  cublerto 3
con malla antidfidos
sencilla

1 Umbraculo 3
descubierto de malla
antiafido

4 Transferencia de las 3 Manguera
plantas a bolsas de
galdn  fuera  del
umbraculo

m

Organogenesis T

Embriogénesis somatica

Figura 9. Metodologia desarrollada para el uso del material de plantacién procedente
del laboratorio a la finca de produccién del cultivar de platano vianda ‘INIVIT- PV
enano’ Musa spp., grupo AAB).
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5. CONCLUSIONES
1. Se logré la aclimatizacién ex vitro de las plantas producidas in vitro por métodos
biotecnoldgicos con la participacion de la familia campesina en condiciones de

fincas de produccion.

2. Las evaluaciones realizadas en condiciones de campo demostraron la factibilidad
de poder propagar por métodos biotecnologicos el cultivar de platano vianda
INIVIT- PV enano’ (Musa spp., grupo AAB) debido al incremento de los

rendimientos alcanzados y bajo porcentaje de variaciones fenotipicas.

3. Se establecié una metodologia de trabajo que permiti6 el uso de las plantas

producidas in vitro directamente desde el laboratorio a la finca del campesino.
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6. RECOMENDACIONES

1. Emplear la metodologia de trabajo desarrollada con el campesino para el uso del
material de plantacion de platano procedente del laboratorio a la finca de

produccion.

2. Motivar la incorporacion de la familia campesina a la aclimatizaciéon de plantas

producidas in vitro en condiciones de finca de produccion.
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