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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objetivo de determinar variaciones somaclonales en
plantas regeneradas por embriogénesis somatica del cv. hibrido 'FHIA-21"' (Musa AAAB)
a través la evaluacion morfoldgica, agronémica y molecular mediante AFLP. Para ello,
se evaluaron en casa de cultivo las plantas con cambios fenotipicos regeneradas de
embriones somaticos utilizando como control plantas procedentes de organogénesis. La
evaluacién en campo de las plantas se realizé a través de caracteres morfolégicos,
agronémicos y moleculares (AFLP), para ello se utilizaron como controles plantas
procedentes de organogénesis y semilla asexual. Como resultado se obtuvo que el
porcentaje de cambios fenotipicos en las plantas regeneradas por embriogénesis
somatica fue menor respecto a las plantas de organogénesis, detectables en casa de
cultivo. Se corrobord, que los porcentajes de variacion somaclonal en las plantas
regeneradas de embriones somaticos son bajos (0,02%) durante el ciclo de cultivo en
campo. Los mejores resultados en las variables agronémicas (peso del racimo, nimero
de manos/racimo y nimero de frutos/mano) se obtuvieron en las plantas procedentes
del cultivo in vitro (embriogénesis y organogénesis). Por otra parte, los resultados con
los marcadores moleculares AFLP para las combinaciones de cebadores estudiadas no
indicaron variaciones genéticas. Por tanto, los resultados de este trabajo nos permiten
validar la embriogénesis soméatica para la propagacion masiva in vitro del cv. hibrido de

platano ‘FHIA-21".
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Introduccién.

1. INTRODUCION

La produccion estimada de banano y plantanos a nivel mundial es de 108 millones de
toneladas métricas por afio, de las cuales el 68% corresponde a banano y el 32% a
platano. Se considera, ademds, que el 82% de la produccion total es consumido
internamente por los habitantes de los paises productores y solo el 18% es destinado
a la exportacion. Esto indica que son un componente importante en la alimentacion de

millones de personas en el mundo (FHIA, 2007).

En Cuba el consumo de banano y plantanos por sus habitantes es elevado debido a
gue son parte esencial en su dieta alimenticia. Con la llegada de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet) en la década del 90, del siglo XX, se afectd
severamente la produccion local de platano y banano (FHIA, 2007). Es por ello, que la
introduccion de nuevos genotipos resistentes a plagas y enfermedades constituye una
prioridad, junto con el desarrollo de técnicas de cultivo in vitro que permitan aumentar

de forma rapida los niveles de producciéon con menos costos.

Desde esa fecha se han estado introduciendo y multiplicando los hibridos de banano y
platano desarrollados por la Fundaciéon Hondurefia de Investigaciéon Agricola (FHIA)
gue han tenido gran aceptacion y demanda entre los productores y los consumidores,
por la disminucién en el uso de productos quimicos, alto consumo como frutas frescas
y cocido. Actualmente se tienen informes que el area cultivada es de 15 000
hectareas, entre las que se destacan los bananos 'FHIA-03', 'FHIA-18'y 'FHIA-23'y en
menor proporcién el platano 'FHIA-21' (FHIA, 2007). Por esta razon, diversos cultivares
de musaceas son propagados usando la técnica de cultivo in vitro via organogénesis

directa, a través de brotes axilares.
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El cultivo in vitro constituye la base de la propagacion masiva de platanos y bananos,
con vigencia en muchos paises (Garcia et al., 2002). Sin embargo, para el caso de la
mayoria de los cultivares hibridos de la FHIA, las metodologias que se aplican
requieren ser optimizadas. En particular, la propagacion in vitro a escala comercial del
'FHIA-21' (Musa AAAB) en medio de cultivo en estado semisélido ha presentado muy
bajos coeficientes de multiplicacion, lo que limita el nimero de plantas producidas in
vitro que se pueden obtener a partir de una planta seleccionada en campo (De Feria et

al., 2005).

La comunidad cientifica ha trabajado en la solucion de esta problematica y autores
como Jiménez et al. (2002) con el objetivo de aumentar el indice de multiplicacion y la
calidad de las plantas in vitro del cv. hibrido 'FHIA-21' regeneradas por organogénesis
directa evaluaron el efecto de brasinoesteroides (BIOBRAS-6). En este estudio se
logré como resultado un incremento de los principales indicadores del crecimiento de
las plantas. Con este mismo objetivo De Feria et al. (2005) realizaron un trabajo donde
utilizaron la inmersion temporal en aras de mejorar los bajos coeficientes de
multiplicacién presentados por el cv. hibrido 'FHIA-21" (Musa AAAB) en medio de
cultivo semisélido. En el mismo lograron un incremento en el coeficiente de
multiplicacién al aumentar el nimero de brotes por planta en los sistemas de inmersién
temporal. Sin embargo, estos resultados aun no satisfacen la demanda creciente de
plantas del cv. 'FHIA-21' (Musa AAAB) regeneradas por esta via, lo que ha limitado

gue se extienda su cultivo por todo el pais.

Este problema pudiera ser revertido con el uso de la embriogénesis somatica la cual
ha mostrado ser un método potencialmente méas eficiente que la regeneracion via

organogénesis, porque ofrece la posibilidad de obtener volimenes de produccion
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superiores en un menor periodo de tiempo y a un costo mas bajo (Villalobos y Torpe,
1993).

Daniels et al. (2002) propusieron un sistema de regeneracion de plantas a través de la
embriogénesis somatica, para la transformacion genética del cultivar hibrido ‘FHIA-21".
Sin embargo, esta metodologia no estudia la influencia del material vegetal de origen
en la capacidad de multiplicacion de suspensiones celulares y germinacion del

embrién somatico y no evalla la respuesta de las plantas en casa de cultivo y campo.

Posteriormente, Garcia-Aguila et al. (2006) evaluaron la respuesta de lineas celulares
embriogénicas durante la fase de multiplicacion de suspensiones celulares del cultivar
hibrido ‘FHIA-21’, asi como la germinacion de embriones somaticos derivados de ellas.
En el aflo 2007 estos autores determinaron las condiciones de iluminacion para la
germinacion de los embriones y formacion de plantas completas, ademas evaluaron el
crecimiento de las mismas en casa de cultivo. Sin embargo, estos trabajos no
efectuaron la evaluacion en campo de las plantas regeneradas de los embriones

somaticos.

Este dltimo aspecto es de gran importancia ya que las plantas obtenidas por cultivo in
vitro pueden mostrar variaciones que generalmente se observan a nivel de fenotipo.
Este fendbmeno es conocido como variacion somaclonal y dicho término se introdujo
por Larkin y Scowcroft en 1981. Teniendo en cuenta estos antecedentes se propone

como hipotesis de trabajo la siguiente:

“Es posible mediante la evaluacién morfolégica, agronémica y molecular de plantas del
cv. hibrido 'FHIA-21' (Musa AAAB), regeneradas por embriogénesis somatica,
determinar variaciones somaclonales que limiten su uso en la propagacién a escala

comercial de este cultivar”.
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Los estudios que se realizan en el presente trabajo tuvieron como objetivos:

1. Determinar en casa de cultivo la presencia de cambios fenotipicos en plantas

del cv. hibrido ‘FHIA-21' regeneradas por embriogénesis somatica.

2. Evaluar morfolégica, agronémica y molecularmente las plantas regeneradas por

embriogénesis somética en el primer ciclo de cultivo en campo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Origen del género Musa, descripcién botanica y taxonémica.

El origen del género Musa es considerado en la peninsula Malaya en Asia, como probable
centro de origen primario, tanto de Musa balbisiana como de Musa acuminata cuyos
cruzamientos dieron origen a todas las variedades comestibles conocidas en América
(Belalcazar, 1991). Respecto a su introduccion en Ameérica, el cronista Oviedo sostiene
que el platano fue llevado desde La Gran Canaria a Santo Domingo por Fray Tomas de
Berlanga, obispo de Panama en 1516, de donde se propagoé a otras Islas del Caribe entre
ellas Cuba y posteriormente al continente (Lopez, 1989). Su generalizacion en la América
Intertropical se debi6 a la facilidad de propagacién, diversas formas de consumo y a la

aptitud para producir bebidas fermentadas a partir de la pulpa madura.

Los platanos y bananos son plantas herbaceas perennes que pueden alcanzar los 6
metros de altura (Berrie, 1997). El pseudotallo esta formado por las vainas de las hojas
superpuestas, un cormo y un sistema radicular fibroso. Las hojas surgen en un estado de
arrollamiento sumamente apretado en forma de cigarro; la inflorescencia se desarrolla de
un meristemo terminal y el brote floral se forma independiente de la estacion (Nalina et al.,
2006). Sus frutos son partenocarpicos y por lo general son geotropicos negativos

(Simmonds, 1966).

La mayoria de los platanos son estériles pero las especies silvestres tienen frutos con
semillas que se desarrollan unicamente si son polinizados de manera efectiva (Soto,

1985).

La familia Musaceae pertenece al orden Zingiberales. Dentro de la misma existen dos

géneros: Musa y Ensete. El género Musa se divide en cuatro secciones: Australimusa,
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Callimusa, Rhadochlamys y Eumusa. Estd ultima seccion comprende a las especies M.
acuminata y M. balbisiana. Las musaceas comestibles se dividen en dos tipos: bananos y

platanos.

El nimero béasico de cromosomas en el género Musa (Seccion Eumusa) fue determinado
en la década de los treinta y los cuarenta del siglo XX (Sandoval y Escoute, 1996). Los
resultados de estos estudios indicaron que el nimero basico es de 11 y que existen tres

niveles principales de ploidia natural en el género 2n=2x=22, 2n=3x=33 y 2n=4x=44.

La mayoria de los bananos cultivados son principalmente triploides (2n=3x=33) y exhiben
un marcado grado de esterilidad. Sin embargo, los diploides y tetraploides son también
cultivados, aunque con menor frecuencia (Vuylsteke et al., 1998). En algunas regiones las
mutaciones somaticas acumuladas permitieron una gran diversidad fenotipica en grupos

relativamente homogéneos de cultivares.

2.2. Importancia del género Musa y situacién en Cuba.

Como alimento, el platano es nutricionalmente similar a la papa, es facil de digerir, es
ampliamente usado en la nutricion de los infantes, muestra un efecto suavizante en el
tratamiento de Ulceras gastricas y diarrea. Es considerado una buena fuente de vitaminas
A, By B, y C, por el alto contenido de vitamina Bs ayuda a aliviar el estrés y la ansiedad.
Ademas, son utilizados para brindar sombra a grupos de cultivos, incluyendo el cacao y el
café (MusaDoc, 2000). En el mercado internacional, las principales frutas que conforman
el movimiento diario son los bananos y los platanos. En términos de volumen, representan
las primeras frutas de exportaciéon, y ocupan el segundo lugar, después de las citricas en
términos de valor; y se corresponde a 12% del volumen total de frutas producidas en el

mundo (Espinal et al., 2006; FAO 2006).
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En Cuba, es elevado el consumo de platano y banano por sus habitantes debido a que es
parte esencial en su dieta alimenticia. Con la introducciéon de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet) en la década del 90, del siglo XX, se afectd
severamente la produccion local de los platanos de tipo vianda (AAB), reduciéndose
considerablemente la produccion de las grandes empresas. Esto trajo como consecuencia
la busqueda de clones resistentes a la enfermedad y de técnicas de cultivo in vitro para

aumentar rapidamente las areas productivas.

A partir de 1988 se inicia una nueva fase de desarrollo en el cultivo de platanos y
bananos, con el empleo de plantas propagadas in vitro, las cuales reemplazaron los
clones comerciales existentes por los procedentes de la FHIA (Pérez y Orellana, 1994).
Dentro de los cuales, se encuentran los hibridos de bananos 'FHIA-03', 'FHIA-18" y 'FHIA-
23" y en menor proporcion el platano 'FHIA-21' (FHIA, 2007). Esta baja proporcién en la
produccion del cv, hibrido de platano 'FHIA-21" se debe principalmente a las limitantes que
presenta en la propagacién in vitro de brotes axilares, dado por el bajo coeficiente de
multiplicacion (Garcia et al., 2002). La mision actual del pais se dirige al aumento de la
produccion de este cv. para contribuir a la satisfaccion de la demanda creciente de la

poblacién.

2.3. Caracterizacion del cultivar hibrido de platano 'FHIA-21' (Musa AAAB).

La Fundacion Hondurefa de Investigacion Agricola (FHIA) durante las ultimas décadas ha
trabajado en el mejoramiento genético del género Musa. Uno de los cultivares hibridos
desarrollado por esta fundacién es el 'FHIA-21', el cual presenta las siguientes

caracteristicas (FHIA, 2002):

e Nombre de la variedad: FHIA-21.
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Origen: FHIA, Honduras, Centro América.
Nombre del mejorador: Phillip Rowe.
Tipo: Platano tipo Francés.

Afo de generacion: 1987.

Nombre cédigo: FHIA SH-3460.

Linaje: AVP-67 (AAB) X SH-3142 (AA).
Genoma/Ploidia: AAAB.

Uso: Consumo procesado (hervido o frito, verde o maduro).

Caracteristicas de la planta:

Morfolégicas:

Habito foliar: Decumbente.

Apariencia del seudotallo: Brillante (no ceroso).
Altura: 3,5 -4,0m.

Tipo de bellota: Normal (presente permanentemente).
Forma de racimo: Asimétrico.

Posicion del racimo: Ligeramente inclinado.

Color del fruto: Verde claro.

Forma del fruto: Recto en la parte distal.

Forma del apice del fruto: Ligeramente puntiagudo.

Fenoldgicas:

Duracion primer ciclo vegetativo (siembra a floracion): 240 — 280 dias.
Duracion primer ciclo productivo (paricion a cosecha): 85 — 100 dias.

Dias transcurridos de siembra a segunda floracion: 540 — 570 dias.

Produccioén:


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Revision Bibliogrifica

e Peso neto del racimo (sin raquis): 22 — 27kg.

e Numero de dedos por racimo (sin desmane): 120 -150 dedos.

e Numero de dedos/racimo (con desmane a 5 manos): 70 — 80 dedos.

e Peso dedos individuales (con desmane a 5 manos): 250 — 350g.
Respuesta a enfermedades:

e Sigatoka negra: Parcialmente resistente.

e Mal de Panama: Resistente.

e Nematodos: Susceptible a Radopholus similis y Pratylenchus coffea.

e Pudricion de corona: Desconocida.
Descripcion del sitio de evaluacion:

e Localizacién: Latitud N 15° 2131 Longitud O 87° 5635.

e Precipitacion Pluvial Anual: 1000 a 1200mm 3.

e Temperatura Promedio Anual: 26°C.

e Altura Promedio: 25msnm (metros sobre el nivel del mar).

Alvarez y Rosales (2004) determinaron los principales caracteres morfolégicos para la
identificacion de los cultivares hibridos de bananos y platanos de la FHIA en Cuba. Entre
los mas distintivos encontraron la coloracion del pseudotallo, disposiciones de las hojas y

el tipo y color del canal peciolar.

2.4. Generalidades de la propagacion in vitro del género Musa.

Para la manifestacion de la totipotencia celular en los cultivos vegetales in vitro existen
dos vias, la organogénesis y la embriogénesis somatica. La regeneracién por una u otra

via depende también de las caracteristicas genéticas de las plantas y del manejo del
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cultivo in vitro, desde los medios de cultivo hasta las condiciones ambientales para el

desarrollo de las plantas, tejidos o células (Gomez, 1998).

2.4.1. Organogénesis.

La organogénesis directa constituye la base de la multiplicacidén vegetativa y dentro de ella
pueden diferenciarse dos vias: la formacion de brotes axilares y la formacion de brotes

adventicios (Jiménez, 1998).

En bananos y platanos la técnica de cultivo de brotes axilares es el método mas utilizado
para la propagacion comercial (Israeli et al., 1995). A pesar de esto no es la técnica mas
rapida y eficiente; sus desventajas radican en la laboriosidad del proceso, altos costos,
bajos coeficientes de multiplicacion y escasa posibilidad de automatizacion del proceso
productivo, no obstante, existen posibilidades de automatizar algunas fases del proceso
con la utilizacion de biorreactores (Takayama y Akita, 1996) y sistemas de inmersion

temporal de los explantes (Jiménez et al., 1998).

La propagacién in vitro del cv. hibrido ‘FHIA-21" a través del cultivo de brotes axilares
presenta aspectos negativos que afectan su tasa de multiplicacién; como brotes

deformados con crecimiento en rosetas (Garcia et al., 2002).

Jiménez-Terry et al. (2002) con el objetivo de incrementar la tasa de multiplicacion y
calidad de las plantas evaluaron el efecto del brasinoesteroide (BIOBRAS-6) en la
micropropagacion de este cultivar. Posteriormente, De Feria et al. (2005) evaluaron la
multiplicacion de los brotes axilares en medio de cultivo liquido en sistemas de inmersion

temporal (SIT). Aunque los resultados demostraron un incremento en el numero de los

10
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brotes por planta, la tasa de multiplicacion no permite aun la propagacion eficiente de este

cultivar.

2.4.2. Embriogénesis somatica.

Las plantas son Unicas en su habilidad de producir embriones somaticos (Jayasankar et
al., 2001). Von Arnold et al. (2002) definieron la embriogénesis somatica como un proceso
en el cual la estructura bipolar semejante a un embrion cigético se desarrolla de una célula
no cigotica sin conexion vascular con el tejido original. La mayoria de los embriones
somaticos pasan por las mismas etapas de desarrollo de un embrién cigético (Choi et al.,
1999; Tajavathi et al., 2000; Choi et al., 2002%, Ramos et al., 2003; Sobri et al., 2006).
Aunque estructural y fisiolégicamente son similares a los embriones cigéticos, los
embriones somaticos estan carentes de la cascara protectora de la semilla y tejidos

accesorios nutricionales (Jayasankar et al., 2001).

Los embriones somaticos pueden ser obtenidos via embriogénesis somatica directa o
indirecta. En la embriogénesis directa, los embriones se originan directamente de tejidos
(Aly et al., 2002) mientras que la indirecta incluye la proliferaciéon del callo y los tejidos

embriogénicos preceden al desarrollo del embrién (Fehér et al., 2003).

La embriogénesis somatica tiene ventajas poderosas para la propagacion masiva; debido
al alto coeficiente de multiplicacion de los embriones somaticos, facilidad de usar un
medio de cultivo liquido, manejo de elevado niumero de embriones a la vez y el posible
uso de biorreactores (Hamidah et al. 1997). La embriogénesis somatica ha mostrado ser
un método de mayor eficiencia en lo referido al incremento de los coeficientes de
multiplicacion respecto a la organogénesis (Yantcheva et al., 1998). Ademas, provee un

sistema ideal in vitro para estudios basicos de la biologia celular de la planta y desarrollo
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del embrion (Find et al., 1998), proporciona un proceso experimental ideal para investigar
la diferenciaciéon y para entender los mecanismos de expresion de la totipotencia celular
de la planta (Arya et al., 2000). Sin embargo, la induccién del embridon somatico y la

regeneracion de plantas todavia no son procesos eficientes para muchas especies.

El conocimiento técnico para la obtencidn de un ilimitado nimero de embriones somaticos
con tamano y forma uniformes y que den lugar a plantas estables genéticamente todavia
no se ha alcanzado en muchas de las especies en las que se ha informado de la
aplicacion de este método (Gémez, 1998).

En ‘FHIA-21’, Daniels et al. (2002) propusieron un sistema de regeneraciéon de plantas a
través de la embriogénesis somatica como base para la transformacién genética.
Posteriormente, Garcia-Aguila et al. (2006) evaluaron la respuesta de lineas celulares
embriogénicas de este cultivar durante la fase de multiplicacion de suspensiones
celulares, asi como la germinacion de embriones somaticos derivados de ellas. Estos
mismos autores en el afo 2007 determinaron las condiciones de iluminacion para la
germinacion de los embriones y formacion de plantas completas, ademas evaluaron el
crecimiento de las mismas en casa de cultivo. Sin embargo, estos trabajos no efectuaron

la evaluacién en campo de las plantas regeneradas de los embriones somaticos.

2.4.3. Variacion somaclonal.

Segun Larkin y Scowcroft (1981), puede existir una variabilidad genética que surge como

consecuencia de la desdiferenciacion celular que ocurre durante el cultivo in vitro. Este

fendmeno llamado "variacién somaclonal”, se define como la variacion fenotipica y genética

entre plantas propagadas clonalmente a partir de un clon donador simple (Kaeppler et al.,

2000).
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Brar y Jain (1998) refieren, que la variacion somaclonal ha sido descrita para un gran ndmero
de especies de plantas tales como: papa, cafia de azucar, tabaco, tomate, arroz, trigo, col,
platanos, bananos entre otras. Sefalan, ademas, que ha sido muy debatido si la variacién
somaclonal es el resultado de diferencias genéticas preexistentes en células somaticas o si es

inducida por componentes especificos del medio de cultivo.

Desde 1981 hasta la actualidad el origen exacto del mecanismo de la variacién somaclonal aun
no se ha esclarecido. Las causas probables incluyen cambios en el cariotipo (numero y
estructura de cromosomas), cambios cripticos asociados con rearreglos de cromosomas,
arreglos del gen somatico, crossing over mitético, intercambio de cromatidas hermanas,
amplificacion, delecion y metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN), elementos
transponibles, factores citoplasmatico, mutacion puntual y por un mecanismo de respuesta al

estrés (Chalyk, 2007).

La variacidon pudiera, ademas, surgir debido a cambios epigenéticos comunmente observados
en el cultivo de tejidos, los cuales no son hereditarios y si reversibles (FAO, 2006). Las células
cultivadas cuando se exponen a varios estreses (condiciones del cultivo de tejidos) pudieran
resultar en una expresion alterada transitoria o modificacion de caracteristicas. Tales cambios
son temporales, algunos de ellos pudieran deberse a metilacion y amplificacion del ADN o a
elementos transponibles. Estos cambios también pudieran estar dados por la ruptura de

procesos de control normales (Brar y Jain, 1998).

Chalyk (2007), expresa que ciertos genotipos son mas susceptibles a los cambios genéticos en

el cultivo de tejidos, generalmente los genotipos poliploides lo son mas que los diploides.
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2.4.3.1. Origen de la variacién en Musa spp.

Los experimentos para identificar el origen de las variaciones deben ser llevados a cabo
en grandes grupos de plantas (Cote et al.,, 1993). Estos autores consideran que las
modificaciones en el balance hormonal enddégeno son frecuentemente relacionadas con la
variacion somaclonal. El estudio del metabolismo de giberelinas es particularmente

interesante en el caso de la deteccidn de enanismo in vitro (Reuveni, 1998).

Israeli et al. (1991), mencionan que las diferentes variantes en Musa se manifiestan
generalmente como cambios en el habito de crecimiento, follaje y estructura de la
inflorescencia de la planta. Estas son usualmente detectables solo en la etapa de
semillero, campo o incluso en la produccioén de la fruta. La deteccion visual temprana en el
laboratorio o en la etapa de endurecimiento antes de transferir las plantas a campo es
posible solo en muy limitado nimero de casos tales como un enanismo extremo. La
deteccion de la mayoria de las variantes se dilata en el tiempo, las mismas pueden ser
observadas desde meses hasta mas de un ano en los procesos de cultivo in vitro

aparentemente generador de la variacion somaclonal.

Withers (1992), refiere que para identificar in vitro la variacién somaclonal tan pronto como
esta ocurra se hace necesario el uso de marcadores de etapas o fase temprana tales
como: conteo, estructura y banda de cromosomas, mediciones del ADN, analisis de
isoenzimas, contenido de clorofila, analisis de productos secundarios, entre otros. Algunas
variantes morfoldgicas pudieran simplemente tener una diferente morfologia in vitro. Por
ejemplo, como se ha observado, el incremento de la ploidia es marcado por un incremento
en el grueso de la hoja, el tamafio de las células epidérmicas y la densidad de los estomas

(Reuveni, 1990).
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Este propio autor demuestra que algunas variantes en campo tales como plantas con
habito de hojas inclinadas pudieran estar reflejadas en el coeficiente de crecimiento in
vitro; expresado ya sea como indices de acumulacién de peso seco o de formacion de
primordio de la hoja. Las anormalidades del indice de crecimiento podrian estar ligadas a
cambios en los niveles de reguladores de crecimiento enddégeno o una respuesta
cambiada a reguladores del crecimiento (giberelinas) endégenos o aplicados

exégenamente.

2.4.3.2. Tipos de variantes somaclonales en Musa spp.

Muchos estudios en Musa han demostrado que gran parte del material vegetal propagado
in vitro difiere del cual él fue obtenido. Vuylsteke et al. (1991), Dhed 'a (1992) y Grapin
(1995), fueron los primeros en hacer referencia a la variacién somaclonal en plantas de
platanos y bananos regeneradas a partir de suspensiones celulares (células
embriogénicas en suspension), la cual representa un obstaculo para la aceptacion de las
musaceas micropropagadas como fuente principal de material vegetal en las plantaciones

comerciales (Smith y Hamill, 1993).

Las variaciones somaclonales mas frecuentes observadas en los platanos y bananos son
cambios en: la altura de la planta, variaciones en la inflorescencia y presencia de
diferentes anormalidades en las hojas. 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 tipo 'Cavendish’, mientras que la variacion de la morfologia del racimo
predomina en los cv. de platanos. Las mismas, son clasificadas en cuatro tipos de
acuerdo con el grado de degeneracion de la inflorescencia: platano "French", "French

Horn", "False Horn" y "Horn" (Vuylsteke, 2001). Este autor refiere que el platano "French"
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se caracteriza por tener inflorescencia con varios frutos pequefnos y flores masculinas
persistentes, sin embargo el platano "French Horn", "False Horn" y "Horn" se caracteriza
por tener inflorescencia con pocos frutos fuertemente partenocarpicos y brotes masculinos

ausentes a la madurez.

La ocurrencia de dos tipos de variaciones en la misma planta es poco comun (Isreali et al.,

1995).

En el caso especifico del cv. 'Grande Naine' (AAA), la variabilidad ha sido bien
caracterizada en investigaciones y en la producciéon en varios paises y en todos con
resultados similares. Se informa que del 75-80% del total de la variabilidad son plantas
enanas, 10% son plantas mas altas tipo "Valery" y afectacion al limbo 10% (Gonzalez,
1995). Aclarando que esta relacion se ha mantenido independiente del valor total de la

variabilidad.

Se han encontrado otras variantes somaclonales que incluyen hojas variegadas, laminas
distorsionadas, florecimiento retardado, forma alterada del racimo y habito de crecimiento
con hojas caidas, plantas gigantes "mosaic-like" que es una anomalia foliar descrita por
Reuveni e Israeli (1990) y se caracteriza por hojas con bordes lobulados y presencia de
manchas de tamanfo 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; dicha variacién ha sido observada por Marie (1993),

Morpurgo et al. (1997) y Sandoval et al. (1997).

Autores como Israeli et al. (2000), encontraron que las variantes mas frecuentes
observadas en plantas de 'Grande Naine' (AAA) regeneradas via embriogénesis somatica

fueron el enanismo y el tipo mosaico.
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Otros autores como Matsumoto et al. (2006), después de realizar un estudio comparativo
de la tasa de multiplicacion in vitro de variantes enanas con las sin variacion y observar
que la proporcidn de variantes enanas aumentd con el nimero de subcultivos en los
bananos micropropagados, sugieren que la alta incidencia de éstas puede ser explicada

por la mayor capacidad que tienen de producir brotes.

Autores como Gémez et al. (2006), realizaron un estudio en campo de plantas del cultivar
hibrido de banano FHIA-18 regeneradas a partir de embriones somaticos multiplicados en
biorreactores, que confirma que las variaciones observadas (cambios de coloracién del
pseudotallo, enanismo y diferencias de pigmentacion de las hojas) durante el primer ciclo
del cultivo, se deben a cambios epigenéticos; permaneciendo solo las plantas con

crecimiento retardado durante el segundo ciclo de la plantacién.

2.5. Técnicas utilizadas para evaluar la variacion genética en Musa spp.

El monitoreo de la variacion genética es importante, especialmente en los casos donde las
musaceas son mantenidas y multiplicadas in vitro, debido a la frecuente ocurrencia de

variacion somaclonal (Sandoval et al., 1996, Vuylsteke et al. ,1996).

Para poder evaluar la variacion genética es preciso el uso de marcadores genéticos que
identifican en un individuo las caracteristicas del fenotipo, del genotipo o de ambos. Un
marcador genético es un caracter cuantificable que puede detectar variacién ya sea en

una proteina o en una secuencia de ADN (De Vicente y Fulton (2003).
Los marcadores genéticos se clasifican en tres grupos:

e Marcadores morfologicos.
e Marcadores bioquimicos o proteicos.

e Marcadores moleculares o de ADN.
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2.5.1. Marcadores morfoldgicos.

Tradicionalmente la caracterizacion e identificacion de variedades en el género Musa, se
ha cimentado en el empleo de caracteres morfologicos, los cuales se observan en casi
todos los ambientes (Rallo et al., 2002). Esta caracterizacion responde de forma general
a: estudios de mejoramiento genético en la busqueda de genotipos resistentes a plagas y
enfermedades y a la mejora de caracteres agronémicos. Por ejemplo, Bermudez et al.
(2000) realizaron un trabajo para mejorar caracteres agronémicos a través de la seleccion
de somaclones de porte bajo en poblaciones irradiadas del cv. hibrido de platano 'FHIA-

21' (AAAB), con el uso de la biotecnologia.

Con el objetivo de unificar criterios de evaluacion la Red Internacional para el
Mejoramiento del Banano y el Platano (INIBAP) dirigida y administrada por el Instituto
Internacional de Recursos Filogenéticos (IPGRI), desde 1996 confecciond Descriptores
para este género que permiten el establecimiento de las relaciones entre y dentro de un
grupo taxonomico, identificacion de duplicados, determinacién de los principales
caracteres que permiten diferenciar los genotipos, evaluacion sistematica del material
vegetal experimental y la seleccion de clones de interés (Osuji et al., 1997; Ortiz et al.,

1998).

La caracterizacion morfoagronémica 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). Sin embargo, existen pocos estudios de
estabilidad genética en plantas obtenidas a partir de los embriones somaticos. Entre estos
se destacan el trabajo de Cbte et al. (2000), en una poblacién de 500 plantas del cultivar

'Grande Naine' (Musa AAA) regeneradas a partir de suspensiones celulares
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embriogénicas. El estudio de Gémez et al. (2006) en 1500 plantas del cultivar hibrido de
banano 'FHIA-18" (Musa AAAB) procedentes de embriones somaticos multiplicados en
biorreactores y germinados en sistemas de inmersion temporal. Estos autores observaron
plantas con crecimiento retardado (enanas), cambios en la coloracion del pseudatallo,

peciolos con aletas reforzadas y cambios en e haz de la hojas.

No obstante, el uso de marcadores morfologicos en las plantas tiene muchas limitantes,
pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenolégicos que no

permiten representar verdaderas similitudes o diferencias genéticas (Rojas, 2003).

Con frecuencia estos marcadores solo es posible evaluarlos a nivel de toda la planta y
cuando esta llega a su estado adulto; constituyendo una medida imperfecta del potencial

genético de las mismas (Rodriguez y Arencibia, 2002).

En Musa se ha caracterizado morfolégicamente en casa de cultivo plantas fuera de tipo
enanas en el cv. 'Grande Naine' y 'Williams' (Israeli et al., 1991). Este autor en ese mismo
afo detecto otros fuera de tipo como plantas variegadas y plantas de tipo mosaico en

'Grande Naine' a través de una caracterizacion morfologica.

2.5.2. Marcadores bioquimicos o proteicos.

Para superar las limitaciones de los marcadores morfolégicos, se han desarrollado otros
tipos de marcadores, tanto a nivel proteico como a nivel del ADN. Los marcadores
proteicos se conocen también como 'marcadores bioquimicos' aunque se les incluye
equivocadamente, y cada vez con mas frecuencia, en una clase comun bajo la

denominacion de ‘marcadores moleculares’ (De Vicente y Fulton (2003).

El descubrimiento de las proteinas e isoenzimas como marcadores bioquimicos ha

favorecido el empleo de marcadores genéticos mas eficientes que los morfolégicos en
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muchas ocasiones (Quirds, 1991). Estos marcadores abrieron el conocimiento de la
estructura y heterogeneidad ya que por lo general permiten distinguir los genotipos

homocigéticos y heterocigéticos e igualan el fenotipo con sus respectivos genotipos.

Las isoenzimas se siguen usando como punto de referencia en diferentes estudios con
especies vegetales y por supuesto incluyendo Musa. Diversas isoenzimas entre ellas la
malato deshidrogenasa y las peroxidasas se han estudiado en este género para la

caracterizacién de clones (Mandal et al., 2001).

Sin embargo, los marcadores proteicos estan también limitados por la influencia del
ambiente, por cambios que ocurren en las diferentes etapas del desarrollo; pueden o no
reflejar los cambios genéticos que ocurren en el ADN y soélo un set de genes estructurales
queda representado en estas proteinas, evaluandose soélo una parte del genoma. No
obstante, son un complemento robusto del analisis morfométrico sencillo de la variacion

(De Vicente y Fulton (2003).

2.5.3 Marcadores moleculares o de ADN.

El problema puede ser mayoritariamente revertido con el uso de marcadores moleculares
o marcadores de ADN que revelan sitios de variacion de la secuencia de ADN. A
diferencia de los marcadores morfolégicos, las variaciones del ADN no se muestran por si
mismas en el fenotipo, porque pueden tener diferencias en un solo nucleétido del gen o en

una secuencia repetitiva del ADN (Rodriguez y Arencibia, 2002).

Los marcadores moleculares son fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion
o polimorfismo que los morfolégicos y bioquimicos, pueden ser evaluados desde los
primeros estadios de desarrollo de las plantulas, son aplicables a cualquier tipo de

material vegetal, son independientes de la época del aino en que se realiza el analisis y
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estan libres de los efectos epistaticos (Tanksley, 1983; Powell et al., 1996; Philips et al.,

1995; Rallo et al., 2002).

Estos marcadores de ADN se clasifican en dos categorias segun la técnica en que se
basen: marcadores detectados por hibridacién (emplean sondas para la deteccion de las
variantes) y marcadores basados en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR, por

sus siglas en inglés de “Polymerase Chain Reaction”) (Rodriguez y Arencibia, 2002).

En la primera categoria se distingue la técnica de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion de ADN (RFLP, por sus siglas en inglés de "DNA Restriction
Fragment Polymorphisms") (Botstein et al., 1980) y los marcadores utilizando secuencias
de microsatélites (SSR, por sus siglas en inglés de “Simple Sequence Repeats”) (Bowers

et al., 1993).

Dentro de la segunda categoria se encuentra la técnica de ADN polimérfico amplificado al
azar (RAPD, por sus siglas en inglés de "Random Amplified Polymorphic DNA") (Williams
et al.,, 1990) y la técnica de polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP, por sus siglas en inglés de "Amplified Fragment Length Polymorphisms") (Zabeau

y Vos, 1993).

En Musa estas técnicas moleculares se han aplicado principalmente en la evaluacion de
relaciones filogenéticas dentro de este género. Por ejemplo, se han utilizado técnicas
moleculares como RFLP en la determinacion del linaje del complejo Musa (Carreel et al.,
2002) y para investigar el origen de bananos comerciales cultivados (Raboin et al., 2005).
Los RFLP combinados con microsatélites se han utilizados para el analisis de la estructura

poblacional del género Musa (Ge et al., 2005).
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Por su parte, Lagoda et al. (1998), desarrollaron marcadores utilizando secuencias de
microsatélites como marcaje de secuencia de microsatélite (STM, por sus siglas en inglés
de “Sequence-Tagged Microsatellite”) para Musa, ya que consideran que la habilidad de
distinguir o identificar a un individuo o grupo de individuos de otros tiene aplicaciones en
diversos campos, como por ejemplo, la identificacion y evaluacién de bajos niveles de
variacion inducidos por la manipulacion in vitro. Cabe sefialar, ademas, que autores como
Carrel et al. (2002), presentaron la caracterizacion del germoplasma de Musa mantenido

en el banco genes de INIBAP con marcadores de microsatélites STM-PCR.

Las técnicas RFLP y RAPD se han utilizado para estimar la variacion somaclonal
mediante la evaluacion de la variacién en el numero de cromosomas y su estructura

(Dahleen, 1996; Damasco et al., 1996).

También se ha utilizado RAPD para identificar marcadores ligados a los genomas A y B
(Pillay et al., 2000), en la determinacion de plantas “fiel al tipo” cultivadas in vitro (Kahangi
et al., 2002) y para determinar el centro y diversidad de la especie Musa balbisiana (Uma

et al., 2006).

La técnica de AFLP fue descrita por Zabeau y Vos (1993) y adaptada para Musa
basandose en el protocolo de Vos et al. (1995). Estos autores indican que se trata de una
técnica poderosa, ya que combina la confiabilidad de la técnica de RFLP con el poder de
la reaccion en cadena de la polimerasa. La misma consiste en la amplificacion de
multiples regiones arbitrarias del genoma y se basa en la amplificacién arbitraria de los
fragmentos de restriccion del ADN ligados a adaptadores; utiliza cebadores
semiespecificos con secuencia complementaria al adaptador en el extremo 5'. Ademas,
comprende cuatro etapas: digestion del ADN con dos enzimas de restriccion, una de corte

raro (reconoce secuencias de 6 pb) y otra de corte frecuente (reconoce secuencias de 4
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pb); acoplamiento de adaptadores especificos de doble cadena a los extremos de los
fragmentos de restriccion; amplificacion selectiva de fragmentos con cebadores
especificos, y separacion de los fragmentos por electroforesis en geles de poliacrilamida.
Para revelar el patron de bandas, se emplean isétopos radiactivos, fragmentos biotinilados

y la tincidn con nitrato de plata.

Engelborghs et al. (1999) fueron los primeros en informar la conveniencia de utilizar AFLP
en Musa para la evaluacién de la variacidbn genética comparando germoplasma y
variantes somaclonales estrechamente relacionadas. Estos autores probaron el potencial
que esta técnica tiene para la caracterizacion de las accesiones muy parecidas y la
deteccion temprana de variantes enanas en el cv. 'Curare Enano'. También la técnica de
AFLP ha sido utilizada para evaluar la diversidad genética en otras musaceas (Wong et

al., 2001; Tugume et al., 2002; Wang et al., 2007).

Recientemente, Hernandez et al. (2007), realizaron un estudio de caracterizacion
molecular y morfoagrondmico de tres variantes de platano del clon ‘CEMSA 3% (Musa

AAB), utilizando como marcador genético AFLP.

Por tanto, la técnica de AFLP puede ser una herramienta confiable para la caracterizacion
molecular de las plantas regeneradas de embriones somaticos del cultivar hibrido de

platano 'FHIA-21".
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP),
de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), Santa Clara. Las
evaluaciones en campo se llevaron a cabo en la finca “La Victoria” ubicada en la Provincia

Granma, durante el periodo comprendido entre enero de 2006 y diciembre de 2007.

Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron embriones germinados del cv. ‘FHIA-21" obtenidos por
embriogénesis somatica, la cual se inicié a partir de callos con estructuras embriogénicas
derivados de flores masculinas inmaduras segun el protocolo descrito por Escalant et al.
(1994) modificado por Daniels et al. (2002) para este cultivar. Cada callo se designé como
una linea celular, a partir de los cuales se establecieron y multiplicaron suspensiones

celulares embriogénicas (SCE).

Los embriones somaticos germinados (plantas) correspondientes a las lineas celulares 4 y
18 fueron obtenidos a partir de suspensiones celulares embriogénicas de 8 y 6 meses de

cultivo, respectivamente.
Procesamiento estadistico

En todos los experimentos evaluados se realizaron las comprobaciones de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de la varianza de los datos experimentales obtenidos.
Para el procesamiento estadistico de los datos experimentales, se realizaron andlisis de
varianza (ANOVA) de clasificacién simple. En los casos que los datos no cumplieron los
requerimientos de los supuestos mencionados se aplicaron analisis no parametritos. En

cada experimento se detallan las pruebas realizadas.

24


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Materiales y Métodos

El procesamiento estadistico de los datos experimentales se realizé con la ayuda de el
paquete computacional SPSS version 15.0, para ambiente del sistema operativo Windows

de Microsoft®.

3.1. Evaluacidon en casa de cultivo de cambios fenotipicos y supervivencia de

plantas regeneradas por embriogénesis somatica.

El presente experimento se desarrollé con el objetivo de evaluar en casa de cultivo la
supervivencia y posibles cambios fenotipicos de las plantas regeneradas de embriones

somaticos procedentes de las lineas celulares 4y 18.

Para ello, se transfirieron al ambiente ex vitro, una poblacion de 6 332 embriones
somaticos germinados procedentes de dos lineas celulares embriogénicas (4 y 18) y como
control se emplearon 2 030 plantas por organogénesis a partir de la multiplicacion de
brotes axilares que se obtuvieron a través de la metodologia descrita en el Instructivo

técnico para la micropropagacion de platanos y bananos (IBP, 2005).

La plantacién en casa de cultivo se efectud segun la metodologia propuesta por Pérez et
al. (1999). Se utilizaron contenedores de polieturano de 70 alvéolos con una capacidad
individual de 120cmz2. Como sustrato se empleé una mezcla de materia organica (80%) y
zeolita (20%). La fertilizacion se efectué con férmula completa 8-13-21 a razén de 2,5cm®,
con una frecuencia de dos fertilizaciones por semana. El riego se realizé por
microaspersion con aspersores de baja presion (2 bar y un caudal de 122 L/h) con una
frecuencia de tres riegos al dia (8:00am, 12:00m y 4:00pm) y una duracion aproximada de

dos minutos. Con esta frecuencia de riegos se garantizé una humedad relativa en el
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interior de la casa de cultivo de 80-90%. La intensidad luminosa se controlé mediante una

malla sombreadora plastica de color negro, que permite el paso del 70% de la luz solar.

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado. Las evaluaciones se

realizaron al 100% de las poblaciones en estudio.

A los 21 dias de plantacion se evalud la supervivencia en todas las plantas y a los 45 dias
la presencia de plantas con cambios fenotipicos segun la metodologia propuesta por

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

Transcurridos 45 dias en casa de cultivo las plantas fueron transferidas a campo. Las
mismas presentaron los parametros morfologicos establecidos en el Instructivo Técnico

del IBP (2005) para las plantas obtenidas por organogénesis.

Para la variable supervivencia la comparacién de medias se realiz6 mediante la prueba de

Dunnett’s C con un nivel de significacién de 0,05.

3.2. Evaluacién en campo de plantas regeneradas por embriogénesis somatica del

cv. hibrido 'FHIA 21'.

Para esto se trasladaron a campo 6 255 plantas procedentes de las lineas 4 y 18
regeneradas de embriones somaticos y como control se utilizaron 2 000 plantas obtenidas

de brotes axilares y 2 000 de semilla asexual.

La plantacién se realizé en la finca ‘La Victoria’ en suelo aluvial poco diferenciado. El
experimento abarcé un area 3 hectareas, con una distancia de plantacién de 3 x 2 x 1,20m
para una densidad de plantacién de 3 333 plantas por hectarea, segun el sistema de
plantacién extradenso. La temperatura promedio anual durante todo el ciclo de cultivo fue

de 25+3°C. Las atenciones culturales y el riego se realizaron siguiendo el Instructivo
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Técnico del Cultivo del Platano (INIVIT, 2007). Se utilizé un disefio experimental Cuadro

Latino con cuatro repeticiones.

La evaluacién en campo de las plantas se realizd a través de caracteres morfolégicos,
agrondmicos y moleculares (AFLP), con el objetivo de determinar si la embriogénesis
somatica ocasiona variaciones en las plantas que limiten su empleo en la propagacion

comercial de este cultivar.

3.2.1. Evaluacion en campo de caracteres morfolégicos en plantas regeneradas por

embriogénesis somatica.

Con el objetivo de detectar en campo variacion somaclonal en las plantas procedente de
embriogénesis somaética, organogénesis y semilla asexual se evaluaron diferentes

caracteres morfologicos a los seis, diez y catorce meses de cultivo.

Las evaluaciones se realizaron en el 100% de las plantas madres. Para ello, se tuvieron

en cuenta los criterios del Descriptor de la FHIA para el cv. hibrido ‘FHIA-21" (FHIA, 2002).

Caracteristicas morfologicas:
e Habito foliar
e Apariencia del pseudotallo
e Tipo de bellota
e Forma del racimo
e Posicion de racimo
e Color del fruto
e Forma del fruto

e Forma del apice del fruto
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Ademas, a los diez meses de cultivo se evaluaron los siguientes variables:

e Altura de la planta (m), medida desde la base hasta la insercién en forma de V de

las dltimas hojas emitidas.
e Diametro del pseudotallo (cm), medido a un 1m de la base
¢ Numero de hojas funcionales.
Los datos experimentales correspondientes a las variables altura de la planta, diametro
del pseudotallo y numero de hojas se les aplicaron un andlisis de clasificacién simple. El
procesamiento estadistico se realiz6 por la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con

un nivel de significacion de 0,05.

3.2.2. Evaluacion en campo de caracteres agrondmicos en plantas regeneradas por

embriogénesis somatica.

Este experimento se realizé con el objetivo de evaluar las caracteristicas agronémicas de
las plantas regeneradas por embriogénesis somatica respecto a las plantas obtenidas de

brotes axilares y semilla sexual.

A los 14 meses se seleccionaron 250 plantas aleatoriamente por cada tipo de sistema de

propagacion estudiado. Las variables evaluadas se describen a continuacion:

e Numero de hojas funcionales a la cosecha.
e Peso neto del racimo con desmane (kg)
e NuUmero de manos por racimo

¢ Numero de frutos por mano
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A los datos experimentales obtenidos se les aplicé un analisis de varianza de clasificacion
simple. La comparacién de medias se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis con un

nivel de significacion de 0,05.

3.2.3. Caracterizacion molecular mediante AFLP de las plantas regeneradas por

embriogénesis somatica.

Este experimento se realizé con el objetivo de realizar una caracterizacion molecular de
las poblaciones de plantas obtenidas por embriogénesis somatica a partir de las lineas

celulares embriogénicas, en plantas de brotes axilares y plantas de semilla asexual.

A las poblaciones en estudio se les realiz6 una caracterizacion molecular mediante la
técnica de Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP). Para ello, se
usaron las siguientes combinaciones de cebadores E-AGG / T-AGT, E-ACA / T-ATG, E-
AAT | T-ACA, resultantes de una amplia busqueda bibliografica sobre estudios

relacionados con el género Musa.

Las muestras colectadas constituyeron el 2,0% de cada poblaciéon. Se utilizaron
segmentos de hojas jovenes (hoja cigarro) de plantas adultas a los diez meses de
plantacion, las muestras se colectaron en el campo. Los segmentos colectados fueron
tomados tanto de plantas con y sin cambios fenotipicos y de las tres poblaciones en
estudio. Los mismos se colocaron dentro de un recipiente con nitrégeno liquido para su
posterior traslado al laboratorio. Ya en este se sacaron del nitrégeno y se conservaron a -

80°C en una congeladora hasta iniciar el proceso de extraccion del ADN.

Extraccién de acido desoxiribonucleico (ADN) genémico.
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Para la extraccién del ADN gendémico se empled el sistema comercial DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Alemania). Se determind la concentracion y pureza del ADN total por el
método de espectrofotometria con el empleo de un biofotometro (Eppendorf, Alemania) y

se igualaron las concentraciones de todas las muestras a 100 ng/uL.

Reaccion de AFLP

El procedimiento para la obtencién de los marcadores tipo AFLP se llevo a cabo segun el

protocolo descrito por Vos et al. (1995) adaptado para Musa.

Para la doble digestién con las enzimas de restriccion EcoRI (5" G'AATTC 3") (Promega,
USA) y Trudl (5" T'TAA 3") (Promega, USA) se utilizé 1uL del ADN gendmico y se uso el
tampon C (Promega, USA) en un volumen final de 50uL. La primera digestion con la
enzima EcoRI (Promega, USA) se efectué a 37°C por un periodo de tres horas y la
segunda digestién con la enzima Tru9l (Promega, USA) a 65°C por una hora. Los
fragmentos obtenidos fueron ligados con los adaptadores correspondientes a cada corte
(tabla 1) usando la enzima T4 ADN ligasa (Fermentas Life Sciences, Alemania) a 16°C
durante toda la noche. Para la primera amplificacion por PCR se usaron 5uL de la primera
reaccion de la ligazén y se uso la adenina (A) una base selectiva en el extremo 3" de los
cebadores (tabla 1). Las condiciones usadas fueron las siguientes: 94°C por 5min, 25
ciclos a 94°C por 30s, 56°C por 1min y 72°C por 1min, y una extension final a 72°C por
5min). Para la segunda amplificacion se usaron los siguientes parametros de PCR 94°C
por 5min, 12 ciclos a 94°C por 30s, 65°C por 30s (disminuyendo 0,7°C luego de cada
ciclo) y 72°C por 1min, y luego 29 ciclos a 94°C por 30s, 56°C por 30s y 72°C por 1min
mas una extension final a 72°C por 5min. Para esta amplificacion se tomaron 5uL de una

dilucion 1/20 del resultado de la primera amplificacién, en esta ocasion en el extremo 3’ de
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los cebadores se usaron dos bases selectivas. Finalmente, se separaron los fragmentos
de ADN por electroforesis vertical en gel desnaturalizante (41,3% de Urea) de
poliacrilamida al 6,5%, usando una camara de secuenciacion Sequi-Gen GT System (Bio-
Rad, USA). Las condiciones de la corrida fueron fijadas en 80W de potencia y 50°C, los
demas parametros se mantuvieron variables en el tiempo (intensidad de la corriente
eléctrica (A) y potencial eléctrico (V). Los fragmentos de ADN generados se visualizaron
por tincion con plata mediante el uso del sistema comercial Silver sequenceTM DNA

sequencing System (Promega, USA).

Tabla 1. Adaptadores y oligonucleotidos usados en la reaccién de preamplificacion y amplificacién
de los AFLPs.

EcoRl
Adaptador 5 -CTCGTAGACTGCGTACC- 3
3" -CATCTGACGCATGGTTAA-5
Cebador de preamplificacion 5 -GACTGCGTACCAATTCa- 3
Cebador de amplificacion 5" -GACTGCGTACCAATTCaNN- 3’
Tru9l
Adaptador 5" -GACGATGAGTCCTGAG- 3
"3 -TACTCAGGACTCAT-5%
Cebador de preamplificacion 5 -GATGAGTCCTGAGTAAa- 3’
Cebador de amplificacion 5 -GATGAGTCCTGAGTAaNN- 3

Analisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de los resultados se usaron matrices binarias para codificar la
presencia o ausencia de caracteres polimérficos; se considera con el valor 1 la presencia
y con el valor 0 la ausencia de las bandas con igual migracion electroforética. Los datos
fueron procesados con el programa Dollo and Polymorphism Parsimony (Dollop) que

pertenece al paquete de analisis Filogenético PHYLIP 3.66 (Felsenstein, 1993). Ademas
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se realiz6 la estimacion de la significacion estadistica del andlisis por AFLP, la cual se

describe a continuacion.

Estimacion de la significacién estadistica de la distancia filogenética.

Este estudio se realizo con el objetivo de estimar la significacién estadistica de la distancia
filogenética obtenida para el material vegetal en estudio mediante el analisis por AFLP.
Para ello en primer lugar, se obtuvo una fraccion del genoma de Musa acuminata. Las
secuencias nucleotidicas se derivaron de una biblioteca obtenida mediante la tecnologia
de cromosoma artificial bacteriano (BAC, por sus siglas en inglés de “Bacterial Artifitial
Chromosome”) disponibles en la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Los numeros de acceso correspondientes son DX453562-DX458350.

Los datos obtenidos consisten en 6 252 clones que cubren 4 420 944 pb (Cheung, F. et
al., 2007). Estos fueron almacenados localmente para su posterior procesamiento.
Mediante un script del lenguaje de programacion PERL, implementando un algoritmo de
conteo de palabras, se estimo la distribucién de frecuencias de aparicion de los sitios de

corte para las enzimas EcoRI y Tru9 en el genoma de Musa acuminata.

Para cada caso de aparicion de las secuencias reconocidas por estas enzimas, se obtuvo
ademas la secuencia del triplete de bases cuesta abajo del sitio de corte. Se generaron
las 64 combinaciones tedricas posibles de adaptadores formados por las secuencias
correspondientes a los sitios de corte de estas enzimas y un triplete de bases. A cada una
de estas secuencias se le asigno la frecuencia de apariciéon en el genoma de Musa

acuminata segun los datos anteriormente obtenidos.
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Dichas frecuencias se transformaron en valores porcentuales respecto al nimero total de
sitios de corte de EcoRI y Tru9 encontrados en el genoma. Se determino el potencial
teérico maximo de cubrimiento de polimorfismo (PMCP) como la multiplicacion de los
valores porcentuales de los adaptadores que mas ocurren en el genoma de Musa

acuminata para ambas enzimas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Evaluacion en casa de cultivo de cambios fenotipicos y supervivencia de

plantas regeneradas por embriogénesis somética.

Como resultado se observé que las plantas regeneradas de embriones somaticos y brotes
axilares mostraron una rapida adaptacion a las condiciones ex vitro en casa de cultivo y la

mayoria emitieron nuevas hojas a partir de los 10 dias de plantadas (Figura 1 A).

A los 21 dias el porcentaje de supervivencia de las plantas regeneradas de embriones
somaticos fue de 98,8% (6 255 plantas) y de 98,6% (2 000) plantas control regeneradas
por de brotes axilares (organogénesis). En la figura 1 B se observan plantas obtenidas

por embriogénesis somatica después de 21 dias en casa de cultivo.

Figura 1. Plantas del cv. hibrido de platano 'FHIA-21' procedentes de embriones somaticos a los
10 dias (A) y (B) 21 dias en casa de cultivo.

A los 45 dias se observaron plantas con cambios fenotipicos en las poblaciones

regeneradas de embriones somaticos y en las plantas obtenidas de brotes axilares. Los

cambios observados fueron plantas con hojas variegadas, plantas con hojas dobles y

34


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Resultados y Discusién

cambio en el habito de crecimiento (Abanico). La incidencia de estos cambios en cada una

de las poblaciones estudiadas se describe en la tabla 2.

Tabla 2. Cambios fenotipicos en plantas regeneradas de lineas celulares embriogénicas del cv.
hibrido 'FHIA 21', en casa de cultivo.

Sistema Numero de Plantas con Plantas con Plantas en (%) cambios
Propagacién plantas hojas hojas dobles forma de fenotipicos
variegadas Abanico

Embriogénesis 4625 3 4 3 0,22
(L-4)

Embriogénesis 1630 2 -- -- 0,12
(L-18)

Organogénesis 2000 2 2 6 0,50
Total 8 255 7 6 9 0,26

La incidencia de plantas con cambios fenotipicos en el total de la poblacion (6255 plantas)
de embriones somaticos fue menor (0,19%) respecto a las plantas obtenidas por brotes

axilares, el cual fue de 0,5% del total de plantas evaluadas.

La linea celular 4 tenia un total de 4 625 plantas y de ellas 10 con cambios fenotipicos
correspondientes a plantas con hojas variegadas, hojas dobles y plantas en forma de
abanico, eso significa 1 planta cada 500 aproximadamente (462). Mientras que la linea
celular 18 tuvo un total de 1 630 plantas y 2 con cambios (plantas con hojas variegadas)
eso significa 1 planta cada 815 aproximadamente (800). Sin embargo, las plantas
regeneradas de brotes axilares tenian una poblacién total de 2 000 plantas y 10 con
cambios fenotipicos correspondientes a plantas con hojas variegadas, hojas dobles y
plantas en forma de abanico y eso significa 1 planta cada 200 aproximadamente. Esto
evidencia que la embriogénesis somatica ocasiona menor numero de variantes

somaclonales al menos que pueden ser detectadas en casa de cultivo.
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Ademas se observé la influencia que parece tener la edad de las suspensiones celulares
en el cultivo in vitro relacionado con el origen de plantas fuera de tipo ya que las plantas
regeneradas de las suspensiones celulares de mas tiempo de cultivo (L-4, 8 meses)

mayor porcentaje de cambios fenotipicos.

La supervivencia de plantas regeneradas por embriogénesis somatica y la incidencia de
variacion somaclonal en condiciones de casa de cultivo, ha sido descrita por diferentes

autores.

Shchukin et al. (1998), al evaluar un total de 4900 plantas regeneradas de embriones
somaticos con 4111 plantas control propagadas mediante el cultivo de brotes axilares. Sus
resultados demostraron que la tasa de plantas anormales producidas via embriogénesis
somatica en los tres lotes (7,9%; 2,6%; 1,6%) no fue mas alta que la tasa obtenida en las

plantas por el cultivo de brotes axilares (10,4%, 3,6%, 2,3%).

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

sefalaron ademas que fueron observados en plantas obtenidas de brotes axilares.

Por su parte, Lopez et al. (2005) al comparar en casa de cultivo plantas regeneradas de
embriones somaticos del cv. de platano vianda 'Navolean' (Musa AAB) utilizando como
explante inicial meristemos de brotes axilares y multiyemas (scalps) obtuvieron
porcentajes de supervivencia superiores al 97,0% y una variacibn somaclonal
correspondiente a manchas irregulares de las hojas (variegadas) cuyos porcentajes fueron

0,4 y 0,5% respectivamente.
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Posteriormente, Gémez et al. (2006), durante un estudio comparativo en casa de cultivo
de plantas del cv. hibrido de banano 'FHIA-18" (AAAB), obtenidas por embriogénesis
somatica y organogénesis confirmaron un porcentaje de supervivencia del 98,5%. A su
vez, describieron un 0,4% de plantas con hojas variegadas en las plantas de embriones

somaticos regeneradas en biorreactores y 0,3% en las obtenidas de brotes axilares.

Dhed’a (1992) fue el primero en informar sobre la variacion somaclonal en plantas
derivadas de suspensiones celulares embriogénicas. Posteriormente, Schoofs et al.
(1999) encontraron aneuploidia en suspensiones celulares de 9 afios del cv. ‘Bluggoe’
(Musa AAB), mediante citometria de flujo. Estas suspensiones presentaron baja tasa de
regeneracion y las plantas resultantes fueron anormales, las cuales mostraron un lento
crecimiento in vitro y ex vitro en comparacion con las plantas control. Estos autores
comprobaron que suspensiones celulares de 4 afos de cultivo del cv. ‘Three Hand Planty’

(Musa AAB) presentaron alto potencial de regeneracion y niveles normales de ploidia.

La literatura cientifica sefiala que la edad de cultivo de la suspensiones celulares juega un
papel fundamental en la presencia de una menor o mayor variacién somaclonal (Céte et
al. (2001). Estos autores plantearon que suspensiones celulares del cv. 'Grande Naine'
(Musa AAA) con mas de 10 meses de cultivo, generaron plantas con un mayor riesgo de

manifestar algun tipo de variacion en su morfologia.

Por otra parte, Daniels et al. (2002), en el cv. hibrido 'FHIA-21' plantearon que la edad
maxima de las suspensiones celulares para la regeneracion de plantas debe ser 14 meses
a partir de la cual pierden su capacidad embriogénica. Ellos infieren que esta pérdida
puede indicar la presencia de variaciones somaclonales, sin embargo no comprueban sus

resultados en condiciones ex vitro.
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Se comprobd en casa de cultivo que las plantas regeneradas por embriogénesis somatica
mostraron caracteristicas similares a las propagadas por organogénesis. Solo se
observaron cambios fenotipicos en 12 plantas de 6 255 (0,19%), valor inferior al control

(0,5%). Estos se localizaron en las hojas (variegadas, dobles y en abanico).

4.2. Evaluacién en campo de plantas regeneradas por embriogénesis somaética del

cv. hibrido 'FHIA-21".

4.2.1. Evaluaciéon en campo de caracteres morfolégicos en plantas regeneradas por

embriogénesis somatica.

Los caracteres morfolégicos evaluados a las plantas regeneradas de embriones somaticos
mostraron correspondencia con las plantas procedentes de organogénesis y semilla

asexual.

En las plantas pertenecientes a los tres sistemas de propagacién se observo habito de
foliar decumbente, apariencia del pseudotallo brillante no ceroso, bellota permanente en el
racimo, racimo asimétrico y ligeramente inclinado, con frutos de color verde claro y recto
en la parte discal. Estos caracteres morfoldgicos coinciden con el Descriptor de la FHIA

(2002) para este cultivar (Figura 2).

Las plantas fuera de tipo encontradas en casa de cultivo en las poblaciones de embriones
somaticos y brotes axilares recuperaron sus caracteres fenotipicos, no difiriendo de las
plantas restantes. Esta respuesta puede atribuirse segun Céte et al. (2000) a cambios

epigenéticos.
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Figura 2. Plantas del cv. hibrido de platano 'FHIA-21' procedentes de embriones somaticos (1-4).
(1) Plantas con habito foliar decumbente a los 6 meses de la plantacion. (2) Coloracion del
pseudotallo brillante no ceroso. (3)Tipo de bellota. (4)Forma y posicion del racimo.

A los 10 meses se observé en la poblacion correspondiente a la linea 4 una planta fuera
de tipo. La misma se caracterizé por presentar menor altura y pseudotallo delgado (Figura
3). Este tipo de variante fenotipica relacionada con la altura se reconoce como planta de

tipo “Grele”.
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Figura 3. Planta tipo “Grele” del cv. hibrido de platano 'FHIA-21' procedente de la linea celular
embriogénica 4, a los 10 meses de la plantacion.

Garcia et al. (2002) con el objetivo de incrementar la variabilidad genética en el cv.
‘Grande naine’ (Musa AAA) mediante el uso combinado de radiaciones gamma (Cobalto
60) y brotes adventicios obtuvo diferentes variantes somaclonales, que incluyé una planta
de tipo “Grele”. Dicha variacion fue también observada por Marie (1993), Morpurgo et al.

(1997) y Sandoval et al. (1997) en otros genotipos de Musa.

El enanismo es uno de los cambios fenotipicos mas frecuentes en plantas procedentes del
cultivo in vitro, sin embargo no se observd en las plantas regeneradas de embriones
somaticos y brotes axilares del cv, hibrido 'FHIA-21'. Este cambio se ha descrito con
mayor frecuencia en cultivares de banano del subgrupo 'Cavendish' (Musa AAA) (Cote et
al.,1993). Estos autores sefialan que este subgrupo podria se utilizado como modelo en la

busqueda de marcadores temprano del enanismo.

Ademas, el enanismo se ha observado en el cultivar hibrido de banano 'FHIA-18' (Musa

AAAB) en plantas regeneradas por embriogénesis somatica (Gémez et al., 2006).
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Las variaciones en la morfologia del racimo son predominantes en los cultivares de
platano (Vuylsteke et al., 2001), pero este cambio no fue observado en las plantas
regeneradas de embriones somaticos y brotes axilares del cv, hibrido 'FHIA-21". Sin
embargo, Lépez et al. (2005), en un estudio realizado en campo en plantas regeneradas
de embriones somaticos del cv. de platano 'Navoleam', observé cambios en la morfologia

del racimo correspondiente a la regresion a tipo “French”.

Los resultados en campo mostraron un porcentaje de variacion somaclonal de 0,02% en
las plantas regeneradas de embriones somaticos del cv hibrido ‘FHIA-21’. Este porcentaje
es bajo cuando se compara con los resultados descritos por otros autores en otros

genotipos.

Por ejemplo, Grapin (1995) sefnala de 16,0 a 22,1% de variantes somaclonales entre las
plantas regeneradas a partir de una suspension derivada de flores masculinas en el cv.
‘French Sombre’ (Musa AAB), mientras que todas las plantas obtenidas mediante una
propagacion clonal clasica in vitro fueron normales. Por otra parte, Shchukin et al. (1998)
en el cv. 'Grande Naine' (Musa AAA) observaron valores entre 1,6-7,9% de variaciones
somaclonales en plantas regeneradas de embriones somaticos, siendo el enanismo y el

mosaic-like las variaciones mas frecuentes.

Autores como Lépez et al. (2005), detectaron 1,1 y 8,6% de variantes somaclonales del
cv. de platano ‘Navolean’, en poblaciones de plantas regeneradas de embriones
somaticos utilizando como explante inicial botes axilares y multiyemas, respectivamente.
Posteriormente, Gomez et al. (2006) anunciaron 1,0% de variacién somaclonal en 1000
plantas del cv. hibrido de banano 'FHIA-18' (AAAB) regeneradas a partir de embriones

somaticos en el primer ciclo de plantacion.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos, el tipo y frecuencia de la
variacion somaclonal que se obtuvo pudo depender del genotipo, de la eleccién del
material vegetal de inicio y del grado de diferenciacion de los tejidos, asi como de los
factores de estrés presentes en el cultivo de tejido dados por la composicién del medio de
cultivo y el tiempo de permanencia in vitro (Cote et al., 1992). Ademas, existen evidencias
que las condiciones in vitro son causas de inestabilidad mitética (Shepherd y dos Santos,
1996) y que la metilacion del ADN también puede causar alguna variacion somaclonal

(James et al., 2004).

Las evaluaciones de las plantas regeneradas por embriogénesis somaticas respecto a las
variables morfologicas altura, diametro del pseudotallo y nimero de hojas funcionales se

observan en la tabla 3.

Tabla 3. Variables morfoldégicas en plantas regeneradas de lineas celulares embriogénicas,
organogénesis y semilla asexual del cultivar hibrido ‘FHIA-21’, a los 10 meses de cultivo en campo.

Altura (m) Didmetro del pseudotallo Numero de hojas
Sistema (cm) funcionales

Propagacion Media Rangos Media Rangos Media Rangos

medios medios medios

Embriogénesis 2,47 17,18¢c 30,28 49,53 8,50 34,57b
(L-4)

Embriogénesis 2,56 28,40b 35,20 50,19 9,00 38,58a
(L-18)

Organogénesis 2,46 17,00c 30,10 49,23 8,42 33,67b

Semilla Asexual 2,70 45,93a 26,03 46,85 7,60 18,25¢c

Rangos medios con letras distintas en una columna difieren estadisticamente segun Kruskal-Wallis para p<0,05.

Las plantas procedentes del cultivo in vitro presentaron menor altura y mayor numero de

hojas funcionales que las plantas obtenidas de semilla asexual, con diferencias
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significativas. Sin embargo, para la variable didametro del pseudotallo no hubo diferencias
significativas entre las plantas correspondientes a los tres sistemas de propagacion (Tabla

3).

Figura 3. Plantas del cv. hibrido de platano 'FHIA-21' procedentes de embriones somaticos a los
10 meses de plantadas en el campo.

Los resultados en este estudio evidencian la influencia de la edad de la linea celular en el
crecimiento y desarrollo de las plantas procedente de embriones somaticos en el cv.
hibrido 'FHIA-21". La linea celular 18 presenté mayor altura de la planta y nimero de hojas

funcionales que la lineas celular 4.

Los resultados obtenidos durante la evaluacion de los caracteres morfolégicos muestran
que la propagacién de plantas por embriogénesis somatica del cv. hibrido ‘FHIA-271’
genera bajos porcentajes de variacidén somaclonal. En este trabajo de 6 255 plantas se

observé una planta con cambio morfoldgico de tipo “Grele”.

4.2.2. Evaluacién en campo de caracteres agronémicos en plantas regeneradas por

embriogénesis somatica.
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Las evaluaciones de las variables agronémicas peso del racimo, numero de manos y

frutos de las plantas regeneradas por embriogénesis somatica a los 14 meses de

plantacién, se observan en la tabla 4.

Tabla 4. Variables agrondmicas en plantas

regeneradas por

organogénesis y semilla tradicional del cultivar hibrido ‘FHIA-21’, a los 14 meses de cultivo.

embriogénesis somatica,

) N° hojas
Peso del racimo N° de N° de
) ] funcionales a la
Sistema de (kg.) manos/racimo frutos/mano
N cosecha
Propagacion
Rangos Rangos Rangos Rangos
Media Media Media Media
medios medios medios medios
Embriogénesis
(L4) 39,54 2432 a 6,35 26,25a 78,14 2239b 5,64 17,82b
Embriogénesis
(L18) 45,86 29,23 a 6,53 2950a 93,86 33,13a 7,06 29,33 a
Organogénesis
39,60 25,35a 6,25 26,10a 77,99 22,00b 5,48 17,75 b
Semilla asexual 33,02 11,93 b 5,21 21,71b 64,07 9,68 c 578 18,32 b

Rangos medios con letras distintas en una columna difieren estadisticamente segun Kruskal-Wallis para p<0,05.

Para las variables peso neto del racimo, nimero de manos por racimo y numero de frutos

por mano se observaron diferencias significativas entre las plantas procedentes del cultivo

in vitro y semilla asexual. Sin embargo, el numero de frutos difirié entre las plantas

procedentes del cultivo in vitro debido a que la linea celular 18 mostré el mayor valor. Con

respecto al numero de hojas funcionales no se observaron diferencias entre las plantas

procedentes de la linea celular 4, plantas de organogénesis y de semilla asexual, a los 14

meses de la plantacién. La linea celular 18 presentd el mayor numero de hojas

funcionales difiriendo significativamente de las demas poblaciones (Tabla 4).
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Figura 4. Plantas del cv. hibrido de platano 'FHIA-21' procedentes de embriones somaticos a los
14 meses de plantadas en el campo.

Los resultados de la evaluacién de las variables agronémicas muestran que las plantas
procedentes del cultivo in vitro presentan mejores rerclimientos que las plantas de semilla
asexual en el cv. hibrido 'FHIA-21'. Estos resultados confirman los descritos por diferentes
autores como Céte et al. (2000), los cuales al evaluar en el campo 500 plantas de ‘Grande
Naine’ (Musa AAA) regeneradas de suspensiones celulares sefialaron que todas
mostraron un comportamiento agronémico similar al de las plantas producidas por el

método de cultivo in vitro de brotes axilares.

Al respecto, Lépez et al. (2005), al evaluar la respuesta en condiciones de campo de las
plantas del cv. 'Navolean' obtenidas por embriogénesis somatica y organogénesis
obtuvieron una respuesta significativamente superior en todas las variables agrondmicas
evaluadas en relacion a las plantas procedentes de semilla asexual. Estos autores
sefalaron que el peso del racimo de las plantas provenientes de embriones somaticos fue
de 10,10kg por planta, difiriendo significativamente con el peso de los racimos

procedentes de semilla asexual (8,48kg).
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4.2.3. Caracterizacién molecular mediante AFLP de las plantas regeneradas por

embriogénesis somatica.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de AFLP con las combinaciones estudiadas
mostraron un total de 196 bandas, correspondientes a 58 (E-AAT / T-ACA), 68 (E-AGG /
T-AGT) y 70 (E-ACA / T-ATG) bandas. El 100% del total de bandas analizadas en las
combinaciones utilizadas no mostraron polimorfismo en las muestras de plantas

procedentes de embriones somaticos, organogénesis y semilla asexual.

Como fue posible derivar de lo anterior, la distancia filogenética estimada a partir de los
caracteres polimérficos estudiados, en todos los casos fue de 0,0. En la figura 5 se
muestra un ejemplo de bandas monoméorficas obtenidas por AFLP con la combinacion de

cebadores E-AGG/ T-AGT.

En la literatura cientifica la utilizacion de los marcadores AFLP en el género Musa ha
estado encaminada a estudios de diversidad genética (Wong et al., 2001; Tugume et al.,
2002; Wang et al., 2007) y a la evaluacion de variaciones genéticas entre germoplasma y
variantes somaclonales estrechamente relacionadas (Hernandez et al.,, 2007). Sin
embargo, son poco trabajos que determinan los bajos niveles de variaciones inducidos por

el cultivo de tejidos.
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Figura 5. Patrones de bandeo observados mediante la técnica de AFLP con el empleo de
la combinacion de cebadores E-AGG/ T-AGT. Las muestras se presentan de izquierda a
derecha: Lineas embriogénicas 4 y 18, organogénesis y semilla asexual.
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Resulté importante entonces, determinar la significacion estadistica de este resultado en
términos del cubrimiento total de bandas generadas tras la digestion enzimatica del
genoma de las plantas estudiadas, mediante la amplificacién dirigida por los adaptadores

empleados en este estudio durante la técnica AFLP.

El analisis de la distribuciéon de frecuencias de las 64 combinaciones posibles para los
adaptores de EcoRI y Tru9 (Figura 6) permitio establecer el limite tedrico del potencial
maximo de cubrimiento de polimorfismo para el genoma de Musa acuminata (PMCP).
Este valor resulté ser de 34,51 unidades porcentuales, como resultado de la multiplicacion
del cubrimiento de los adaptadores E-AAG (8,76) y T-TTT (3,94). Sin embargo los valores
reales de cubrimiento obtenidos mediante las combinaciones empleadas fueron de: 1,27,

2,35y 3,42. Puede apreciarse que estos valores resultan muy distantes del PMCP.

Estos resultados indican que el valor de la distancia filogenética obtenida no es
conclusivo. Se necesitan estudios posteriores basados en la aplicacion de combinaciones
de adaptadores de mayor representacion en el genoma de Musa acuminata para obtener

un valor real.
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Figura 6. Distribucion de los valores porcentuales de aparicion de secuencias adaptadoras en el
genoma de Musa acuminata para los sitios de corte de las enzimas A: EcoRI y B: Tru9.

Enmarcadas en un recuadro se muestran las combinaciones empleadas en el presente estudio
para cada caso.

En el curso temporal del desarrollo de esta investigacion, el contar con el genoma de
Musa acuminata disponible publicamente resulto posterior al disefio de los adaptadores

utilizados. Por ello, el conocimiento derivado del analisis genémico no se pudo revertir en

los resultados experimentales.
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Los resultados obtenidos en campo durante la evaluacion de los caracteres morfolégicos
muestran que la propagacion de plantas por embriogénesis somatica del cv. hibrido ‘FHIA-
21’ genera bajos porcentajes de variacion somaclonal. Ademas, la evaluacion de los
caracteres agrondmico mostraron mejores resultados en las plantas obtenidas por cultivo
de tejidos con respecto a la semilla asexual. Por otra parte, los resultados logrados con los
marcadores moleculares AFLP para las combinaciones de cebadores estudiadas no
indican variaciones genéticas, estos resultados no son terminantes ya que se requieren de

combinaciones de cebadores de mayor representacion en el genoma de Musa acuminata.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron comprobar que el porcentaje
de cambios fenotipicos detectables en casa de cultivo fue menor en las plantas
regeneradas por embriogénesis somatica respecto a las plantas de organogénesis. Estas
plantas fuera de tipo recuperaron sus caracteristicas morfolégicas durante los 6 primeros
meses de cultivo y solamente se observé una planta con cambio (“Grele”) durante el ciclo
de cultivo. Las plantas procedentes del cultivo in vitro presentaron los mejores resultados
en las variables agronémicas (peso del racimo, numero de manos/racimo y numero de
frutos/mano). Por otra parte, los resultados con los marcadores moleculares AFLP para
las combinaciones de cebadores estudiadas no indican variaciones genéticas. Por tanto,
los resultados de este trabajo nos permiten validar la embriogénesis somatica para la

propagacion masiva in vitro del cv. hibrido de platano ‘FHIA-21’.
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5. CONCLUSIONES

1. Se comprobo6 en casa de cultivo que el porcentaje de cambios fenotipicos en las plantas
regeneradas por embriogénesis somatica fue menor respecto a las plantas de

organogénesis del cv. hibrido ‘FHIA-21".

2. Se confirm6 que el porcentaje de variacion somaclonal en las plantas regeneradas de
embriones somaticos son bajos (0,02%) durante el ciclo de cultivo estudiado. Ademas, los
mejores resultados en las variables agronémicas fueron en las plantas procedentes del

cultivo in vitro (embriogénesis y organogénesis).

3. No se obtuvieron diferencias genéticas entre las plantas regeneradas por
embriogénesis somatica, organogénesis y semilla asexual para las combinaciones de
cebadores estudiadas. Los resultados de la estimacién de la distancia filogenética indican
gue se requieren de combinaciones de cebadores de mayor representacion en el genoma

de Musa acuminata.
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6. RECOMENDACIONES

4+ Evaluar durante un segundo ciclo de cultivo en campo las plantas regeneradas de

embriones somaticos, organogénesis y semilla asexual.

+ Emplear combinaciones de cebadores de mayor representacion en el genoma de

Musa segun la estimacion estadistica de la distancia filogenética.
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