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RESUMEN

Las musaceas tienen gran importancia nutritiva,
socioecondémica y cultural; las explotaciones
comerciales del rubro se ven severamente
afectadas por la falta de agua. Los prolongados
periodos de sequia han ocasionado el abandono
del cultivo debido a la alta inversiéon que conlleva
su riego. Para apoyar el desarrollo sustentable
de comunidades rurales y favorecer el cultivo de
musaceas es nhecesario contar con materiales
tolerantes a sequia. EI mejoramiento genético
tradicional es dificultoso debido a la esterilidad de la
mayoria de los genotipos comerciales; la induccion
de mutaciones es una herramienta valiosa para tal
fin, por ello es necesario determinar condiciones
para obtener materiales tolerantes a sequia
mediante su uso. Se establecié la dosimetria a
través del uso de yemas axilares de Musa AAA
cultivadas in vitro, el medio de seleccion determino
la DL50 con PEG 8000. Se obtuvo in vitro la
generacion M1V6, las plantas regeneradas a partir
de yemas irradiadas se caracterizaron morfolégica
y anatdmicamente, comparandolas con plantas
regeneradas in vitro provenientes de yemas no
irradiadas. Las plantas irradiadas presentaron
una morfologia foliar variada y diferente de las
plantas no irradiadas, un porte mas vigoroso, una
anatomia foliar con mayor densidad de cloroplastos
y mejor organizacion del parénquima esponjoso.
Las plantas provenientes de yemas irradiadas
mantuvieron su vigor y coloracién al ser sometidas
a condiciones simuladas de estrés hidrico,
mientras que las plantas provenientes de yemas
no irradiadas mostraron sintomas evidentes de
estrés al tercer dia de permanecer en condiciones
de sequia simulada.
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ABSTRACT

Musa has great economical, nutritional, social and
cultural importance. Commercial exploitations are
severely affected by the lack of water, given the
long drought periods that may occur. This situation
has caused the abandonment of the crop due to the
high investment for the implementation of irrigation.
In order to support sustainable development of
rural communities and favoring the production of
Musa, it is necessary to produce drought tolerant
Musa genotypes. Traditional breeding is difficult
due to the sterility of most commercially grown
genotypes. Mutation’s induction is a valuable tool
for such goal, being necessary to establish the
conditions to obtain the drought tolerant plants
with this technology. Dosimetry using in vitro
grown Musa AAA buds, and the selection method
using PEG 8000 were established, estimating
the LD50. M1V6 generation was obtained in vitro
and regenerated plants from irradiated buds were
morphologically and anatomically characterized,
and they were compared to plants regenerated from
non-irradiated tissues. Irradiated plants had varied
leaf morphology but different from non-irradiated
plants. Also, they were more vigorous, and had
a leaf anatomy with higher chloroplast density
and a better organization of spongy parenchyma.
Plants from irradiated buds kept their vigor and
leaf color when exposed to simulated water stress
conditions, while plants from non-irradiated buds
showed evident symptoms of stress after the third
day under simulated drought conditions.

Key words: induced mutations, in vitro culture, plant
breeding, drought resistance.
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INTRODUCCION

El déficit hidrico es un proceso complejo y
generalmente poco entendido, que afecta a
una alta proporcion de la poblacién mundial, y
ha presentado una tendencia a incrementarse
de manera irregular a través del tiempo y el
espacio, con efectos acumulativos y residuales
(Wilhite, 2000). Cuando éste déficit se asocia
con altas temperaturas, baja humedad relativa y
alta radiacion solar, caracteristicas tipicas de los
paises latinoamericanos y del Caribe, aumentan
los niveles de evaporacién y transpiracion y, por
tanto, aumenta el déficit de humedad en el suelo
e impide y limita el crecimiento de cultivos, con
la consecuente merma en la produccién agricola
(Quiring y Papakryiakou, 2003; Wu et al., 2004;
Narasimhan y Srinivasan, 2005).

Por otro lado, la tendencia mundial de
crecimiento poblacional aumenta la demanda de
alimentos y bienes de primera necesidad, por lo
que cada dia es mas apremiante el incremento
de los rendimientos de la produccién en las
zonas actualmente cultivadas, asi como, la
adaptacion de nuevas areas al proceso agricola
(Chaves y Davies, 2010). En este sentido, las
alteraciones climaticas asociadas a los cambios
globales que se han producido en los ultimos
afos, parecen afectar considerablemente el
régimen pluviométrico en muchos paises del
area, generando como consecuencia una mayor
frecuencia de eventos de sequias severas
y prolongadas. Por lo tanto, la capacidad
de producir alimentos en condiciones de
baja suplencia de humedad se convierte en
una necesidad prioritaria para los paises
latinoamericanos y del Caribe (Schaper et al.,
2000; Conde-Alvarez y Saldafia-Zorrilla, 2007).

En el caso de Musa, una de las principales
limitantes que se han identificado para impulsar
el cultivo de musaceas entre pequefos y
medianos productores, asi como productores
de subsistencia, es la incidencia de plagas y
enfermedades, aunado al alto requerimiento de
agua por parte del cultivo.

Damour et al. (2012) demostraron que la baja
disponibilidad de agua, en el caso de Musa
AAA, se tradujo en un retardo y disminucion en
la floracion para garantizar el mantenimiento del
crecimiento vegetativo. Adicionalmente, Akinro
et al. (2012) establecieron la alta susceptibilidad
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de las musaceas ante el déficit hidrico durante
todas las fases del crecimiento, confirmando la
alta necesidad de suplencia constante de agua
por parte de las musaceas comestibles.

Se hace necesario contar con genotipos
tolerantes a sequia, a manera de ofrecer
materiales que contribuyan al desarrollo
socioproductivo de las comunidades,
especialmente aquellas de bajos recursos y
dedicadas a la actividad agricola, donde Musa
juega un papel preponderante. El cultivo de
musaceas ha sido considerado prioritario para
la seguridad y soberania alimentaria, siendo
utilizados en programas agricolas destinados a
pequefios y medianos productores, incluyendo
los productores de subsistencia.

El cultivo de musaceas tiene un amplio
potencial para expandirse hacia zonas cuya
principal limitante es el estrés hidrico. Sin
embargo, no existen genotipos de Musa AAA
tolerantes al estrés hidrico, que puedan ser
usados comercialmente en pequenas unidades
de produccion. En tal sentido, no es posible
obtener estos materiales mediante técnicas
convencionales de mejoramiento, debido a que
los materiales de interés son generalmente
triploides y estériles (Alfaro, 2013; Tomepke et
al., 2004).

El uso de mutaciones inducidas ha sido exitoso
en la obtencion de mutantes en los distintos
tipos de Musa (Pestana et al., 2011; Jain, 2010;
Roux et al., 2003) ademas, existen protocolos
eficientes de regeneracion in vitro de musaceas
comestibles (lzquierdo et al., 2012: Giap et al.,
2012); lo que hace factible el uso de radiaciones
ionizantes en tejidos meristematicos los cuales
podrian ser regenerados in vitro, para una
seleccion mas efectiva de plantas con tolerancia
a sequia.

El objetivo general del presente trabajo fue
estudiar el efecto de radiaciones ionizantes en
Musa AAA como mecanismo de induccion de
mutaciones in vitro, con énfasis en la tolerancia
a estrés hidrico.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion utilizd, para los
experimentos de la fase de dosimetria, 50 plantas
de Musa AAA cv. Pineo Gigante, presentes en la
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colecciéon de germoplasma del Centro Nacional
de Investigaciones Agropecuarias, adscrito al
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas,
(INIA-CENIAP) en Maracay. El resto de los
experimentos se realizaron partiendo de 200
brotes de Musa AAA cv. Pineo Gigante donadas
por los productores de cambur de Santa Cruz
de Aragua, municipio Lamas del estado Aragua.

La muestra experimental se tomoé de los
materiales regenerados in vitro en la unidad de
Biotecnologia del INIA-CENIAP. Para el caso de
los experimentos de dosimetria y establecimiento
de las pruebas de dosis letales (DL) 50 de los
osmoéticos, cada tratamiento contd con 30 apices
caulinares cada uno y para la produccion de
mutantes se trabajé con 1000 apices caulinares
sometidos a irradiacion.

Seguidamente, se realizd la calibracion del
proceso de irradiacion, estableciendo los
parametros fisicos para garantizar la uniformidad
de laincidencia y de la intensidad de la radiacion.
Para tal fin, se utilizé un tomaografo axial Phillips,
modelo CT MX-16. Se midié el grosor de los
recipientes con las plantas, la distancia de
focalizacion de la radiacién, y se calibraron
los parametros fisicos a fin de garantizar una
radiacion uniforme.

Para establecer la dosis optima de radiacion
a aplicarse a los explantes, se llevé a cabo
la dosimetria; con dosis de 0, 15, 30, 45, 60,
90 y 120 Gy. Se usaron 25 brotes foliados
regenerados in vitro por tratamiento, al tiempo
de medir la supervivencia de los explantes. Se
sigui6 un disefio completamente aleatorizado y
la unidad experimental consto de 5 brotes. Como
dosis 6ptima se tomo aquella capaz de permitir la
supervivencia del 50% de los explantes (DL50).

Posteriormente, fueron irradiados 980 brotes
foliados de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante)
con la DL50, cuyos brotes se colocaron a crecer
en frascos de vidrio transparentes de 250 ml de
capacidad, provistos de 10 ml de medio cultivo
liquido de sales Murashige y Skoog (MS, 1962),
30 g I de sacarosa y 5 mg I' de bencil adenina
(BA) durante 15 dias para la recuperacion de los
brotes irradiados (M1V0). Estos se sembraron
nuevamente en el mismo medio de multiplicacion
para incrementar su nimero (M1V1) y luego en
el medio de seleccion.
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Las plantas sobrevivientes (M1V2), fueron
pasadas nuevamente al medio de multiplicacion
para incrementar el nUmero de brotes (M1V3). De
estaforma, se procedié a cultivar alternadamente
en medio de seleccion y la subsecuente
generacion en el medio de multiplicaciéon hasta
llegar ala M1V6. En cada generacion se tomaron
datos sobre: supervivencia de los brotes, nimero
de brotes, longitud de brotes, coloracion de los
tejidos (para identificar posibles mutaciones
clorofilianas). En resumen, el proceso de
seleccion se realizd6 en las progenies M1V2,
M1V4 y M1V6.

Para la obtencion del medio de seleccién, se
procedio inicialmente a realizar el cultivo in vitro
de apices caulinares en medio MS suplementado
con BA 5 mg I'. Se sembraron apices caulinares
de 1 mm de longitud en tubos de ensayo de
25 x 150 mm conteniendo 10 ml del medio con
las sales MS, suplementado con acido nicotinico,
tiamina HCI y piridoxina (1 mg I c/u), inositol
(100 mg I'"), BA5 mg I y sacarosa 30 g I'". El pH
se calibro a 5,8+0,02 previo a la esterilizacion en
autoclave. El medio de cultivo se utilizé liquido.
Los tubos con el medio se esterilizaron en
autoclave a 121 °C y 15 psi de presién durante
20 min.

Los apices caulinares, se extrajeron a partir de
secciones de cormo de 1 cm? aproximadamente.
Las secciones de cormo se desinfestaron con
una solucién de Benlate (14,2 g I') durante 20
min, se enjuagaron en alcohol 70% durante 2 min
y posteriormente se lavaron con una solucion de
hipoclorito de sodio 2,5% i.a. durante 10 min. El
exceso de desinfestante fue eliminado con tres
lavados sucesivos en agua destilada esterilizada
y bajo condiciones de flujo laminar de aire
estéril, se extrajeron los apices caulinares de 1
mm de longitud y se sembraron en los tubos de
ensayo con el medio liquido. Posteriormente, los
brotes regenerados se cultivaron en frascos de
250 ml de capacidad con 10 ml del medio de
cultivo. Los explantes se colocaron a crecer bajo
luz fluorescente (16,95 W m2) a 25+2 °C y un
fotoperiodo de 16 h.

Seguidamente, se procedio al establecimiento
de las pruebas DL50, 75 y 100 en medios con
Polietilén glicol (PEG 8000), como mecanismos
de seleccién al estrés hidrico. Para determinar
las dosis, se sembraron apices caulinares
en el medio MS con 5 mg | BA conteniendo
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0, 10, 20, 30 y 40% de PEG 8000 estudiando
asi la supervivencia de los explantes. En cada
tratamiento se observd el oscurecimiento de
los tejidos, la ubicacion del oscurecimiento en
el érgano afectado y la coloracion del medio
de cultivo. Se sembraron 10 explantes por
tratamiento bajo un disefio completamente
aleatorio. Las observaciones se tomaron
diariamente por un lapso de 15 dias. Los
explantes se colocaron a crecer bajo luz
fluorescente (16,95 W m=2) a 25+2 °C, y un
fotoperiodo de 16 h.

La progenie M1V6 fue cultivada en un umbraculo,
bajo condiciones de estrés hidrico como inicio de
la caracterizacion final de la tolerancia a sequia.
Fue realizada una evaluacion morfolégica de
los 26 individuos seleccionados en términos
de numero, longitud de 6rganos aéreos, altura
(cm), area foliar (cm?2), coloracioén del tallo y de
las hojas, forma de las hojas y diametro del tallo
(cm).

Adicionalmente, se hicieron evaluaciones
anatomicas de las hojas de plantas regeneradas
a partir de brotes irradiados, comparandolas con
las hojas de plantas de brotes no irradiados; en
todos los casos se utilizaron plantas regeneradas
in vitro. Para las observaciones anatémicas
se fijaron los tejidos foliares en solucion
formaldehido, acido acético y alcohol etilico
(FAA) en la proporcion 5:5:90, manteniéndolos
a temperatura ambiente hasta el momento del
analisis.

La preparacion de la muestra se realizd segun
la metodologia de Roth (1964), que consistio en
un primer paso de la deshidratacion gradual, en
alcohol etilico a diferentes concentraciones: 30,
50, 70, 90, 100% y una mezcla de alcohol-Xilol
(1:1). Las muestras se sumergieron durante 30
min en cada alcohol. Luego, el material vegetal
se infiltré con parafina fundida a 63 °C, haciendo
2 cambios de parafina cada 30 min, y un ultimo
cambio donde el tejido permanecié toda la
noche.

Los cortes histolégicos se realizaron en dos
micrétomos, uno de deslizamiento marca Leica
y otro de rotacion marca Reichert Jung a 6
pm. La tincidon se realizdé con una bateria de
coloracion a base de safranina y fastgreen. Las
observaciones se realizaron en un microscopio
optico marca Leitz y las fotografias se tomaron
con una camara digital marca Celestron. Las
muestras fueron observadas con un obijetivo
de 40x de aumento y un ocular de 10x. Se
realizaron cortes en 3 plantas de cada tipo
de material. El andlisis se realizd mediante
descripcion comparativa entre los cortes de las
plantas irradiadas y las no irradiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis tomografico de los envases de cultivo
(Figura 1) permitio establecer una metodologia
para la irradiacion efectiva de los explantes. Se
determind que desde la base de los envases, y
dada la ubicacién general del material vegetal
dentro de los mismos, el meristema caulinar se
ubica a una distancia aproximada de 2 cm por

Figura 1. Diagramas tomograficos transversales de los recipientes a ser irradiados. a) De izquierda a
derecha: el tubo vacio, tubo con medio de cultivo y el tubo con el material vegetal. b) Envases
con 5 cm de liquido y una guia de focalizacién de la radiacién colocada en el tubo central.
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encima del borde inferior del recipiente. De igual
manera, en virtud de la diferencia de tamarios
de los brotes foliados, la irradiacién se aplicé
uniformemente en los primeros 5 cm, aplicados
desde la parte inferior de los recipientes.

Los resultados de la dosimetria se presentan en
el Cuadro 1. La seleccion se realizd de acuerdo
a la DL50; el analisis de los datos mediante la
prueba Shapiro y Wilk (1965) arrojé un valor
W= 0,91; lo cual indica la distribucién normal
de los resultados. La prueba de Levene para
homocedasticidad de la varianza produjo un
valor de 0,87; lo cual prueba la homogeneidad
de la misma. El Analisis de Varianza (Anavar)
establecio diferencias significativas entre los
tratamientos, por lo tanto las dosis empleadas
fueron capaces de inducir efectos diferenciales
en los tejidos.

Como puede observarse, los valores de
supervivencia cercanos al 50% se orientan
hacia la dosis de 30 Gy, lo cual coincide con
Mishra et al. (2007) quienes utilizaron el mismo
tipo de tejidos en Musa para la induccién de
mutaciones. De igual modo, los resultados
concuerdan con los obtenidos por Ali (2008)
quien encontré que la dosis de 33,6 Gy fue la
mejor para la induccién de mutaciones en Musa
AAA. El autor reportd que el uso de irradiacion
con valores superiores a 40 Gy acarrea dafos
severos a los tejidos, ocasinando la muerte de

los explantes, lo que coincide con los resultados
de la presente investigacion.

Resultados similares también fueron reportados
por Amorim et al. (2012) quienes lograron
obtener mutantes de Musa AAB y AAAB
utilizando radiaciones entre 20 y 30 Gy. Todos
los resultados confirman la utilidad de las
radiaciones ionizantes como herramientas
ventajosas para el mejoramiento genético de
musaceas. Debe tomarse en cuenta que la
radiosensibilidad de los tejidos dependera del
tipo de tejido, del genotipo, del tipo de radiacién,
la intensidad de la misma y el tiempo de
irradiacion (Tulmman, 1997).

Aun cuando se observdo un porcentaje de
supervivencia relativamente alto con la dosis
de 45 Gy, los materiales que sobrevivieron
presentaron una coloracion verde clara y su
tasa de crecimiento se vio seriamente reducida
a pesar de mantenerse vivos los explantes. Esto
pudiese indicar un posible efecto de latencia en
el meristema de estos brotes, quizas producto
del efecto directo de la irradiacion. La tasa de
multiplicacién de las plantas se vio reducida a
medidaque seincrementabaladosisderadiacion,
coincidiendo con los resultados encontrados por
Pabdén (2011) al inducir mutaciones en esquejes
de Passiflora edulis.

La respuesta puede estar relacionada a
dafios parciales en el tejido meristematico,

Cuadro 1. Porcentaje de supervivencia en yemas de cambur (Musa AAA
cv. Pineo Gigante cultivadas in vitro.

Dosis (Gy) Supervivencia (%)

0 100+0.002

15 92+10.952

30 52+10.95°

45 32+17.89%¢

60 20+14.14¢

75 8+10.95¢

90 0+0.00¢

120 0+0.00¢

Letras iguales indica la no existencia de diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de comparacién multiple de

Medias de Tukey a un nivel a=0,05.
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y la adaptacién y posterior regeneracion de
estructuras dependera de la radiosensibilidad de
los tejidos, asociados a la capacidad interna de
los mismos para recuperarse.

Lagoda (2012) establecio la hipotesis sobre el
efecto idnico y quimico que el tratamiento por
irradiacioén podia tener sobre los tejidos. En este
sentido, el efecto inicial idnico desencadenaria la
formacion de iones potencialmente téxicos (p. e;.
especies reactivas del oxigeno [ROS]) debido a
las coaliciones entre las particulas atémicas del
agente de irradiacion y los atomos de los tejidos,
complementandose con el efecto quimico sobre
las moléculas. Estos efectos estan directamente
relacionados con el tipo de radiacion y su fuerza
ibnica o capacidad de impactar sobre los atomos
de las células.

En la Figura 2 se muestran los resultados
obtenidos al analizar la radiosensibilidad de
las yemas de Musa ante la incidencia de la
radiacion ionizante. Como se observa, hay
una relacion negativa entre el porcentaje de
supervivencia y la dosis de irradiacion. La
tendencia es practicamente lineal, ya que se
tiene un coeficiente de determinacién R?= 0,87;
aun cuando las dosis por encima de 45 Gy
presentan un efecto drastico negativo sobre la
supervivencia de los brotes de Musa in vitro.

120
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80
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40

Supervivencia (%)

20

0 15 30 45

Kulkarniy et al. (2007) establecieron que la
DL50 éptima para la induccién de mutaciones
en yemas de Musa dependid del genotipo y se
estimo alrededor de 30 Gy para Musa AAB y de
52 Gy para Musa AAA, recomendando el uso
de un promedio de 40 Gy. En cualquiera de los
genotipos, dosis por encima de 70 Gy resultaron
completamente letales para los tejidos irradiados,
coincidiendo con lo obtenido en el presente
estudio. En el caso de suspensiones celulares,
las dosis por encima de 40 Gy resultaron
completamente letales, recomendandose el uso
de 30 Gy como la dosis mas efectiva para la
induccién de mutaciones (Kulkarniy et al., 2004).

A efectos de la fase masiva de irradiacion, el valor
seleccionado fue 30 Gy, donde los materiales
que lograron sobrevivir presentaron tejidos de
color verde intenso y lograron multiplicarse en
condiciones in vitro.

El medio de seleccién se obtuvo mediante el
cultivo in vitro de los brotes de Musa AAA cv.
Pineo Gigante en medios de cultivo con PEG
8000. La DL50 se obtuvo con la dosis de
2 g I'" de PEG, equivalente a una concentracion
del 20%. Un efecto inhibitorio fue observado para
la dosis de 40% de PEG sobre la morfologia de
las hojas, donde se noté un rapido necrosamiento
de los bordes, especialmente en la zona apical
(Figura 3). Con la concentracion del 30% aun
cuando el efecto fue menos pronunciado que

60 759 90 105 120

Radiacion (Gy)

Figura 2. Porcentaje de supervivencia de yemas de cambur (Musa AAA
cv. Pineo Gigante) sometidas a diferentes dosis de radiacion X

(Gy).
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con la concentracion mayor, también se observé
un necrosamiento de los margenes foliares y de
la zona apical pero comenzd a observarse el
efecto de forma evidente a las 48 h de cultivo.

En el Cuadro 2, se presentan los resultados
obtenidos para la supervivencia de los brotes
foliados de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante)
creciendo en medios de cultivo suplementados
con diferentes concentraciones de PEG para
simular condiciones de estrés hidrico in vitro.
Los datos se distribuyeron normalmente,
comprobado con un indice W= 0,93 en la prueba
de Shapiro y Wilk (1965).

El analisis de varianza establecié diferencias
significativas entre los tratamientos, por lo

i

i = =N
| e—

Figura 3. Explantes de Musa

cual la concentracion de PEG causa efectos
diferenciales en la supervivencia de los brotes
foliados de Musa AAA. De igual modo, en el
analisis de varianza no se observaron diferencias
estadisticamente  significativas entre las
repeticiones, razén por la cual se consideraron
confiables los resultados obtenidos para cada
tratamiento.

Al analizar los cambios observados en la
coloracién del medio de cultivo, como respuesta
al efecto del PEG 8000 sobre el desarrollo
in vitro de yemas de cambur (Musa AAA cv.
Pineo Gigante) se evidencié que a medida que
aumentoé la concentracion de PEG en el medio
de cultivo, el proceso de oscurecimiento del

AAA cv. Pineo Gigante creciendo en medios de

cultivo con diferentes concentraciones de PEG 8000.

Cuadro 2. Efecto del Polietilén Glicol (PEG 8000) en la supervivencia
de brotes foliados de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante)

cultivados in vitro.

PEG (%) % Supervivencia
0 100.00 + 0.002
10 92.00 £ 10.95°
20 52.00 + 17.89°
30 28.00 +22.80°
40 00.00 + 0.00°

Letras iguales significan que no hay diferencias estadisticamente significativas al
aplicar la prueba de rango multiples de Tukey (a=0,05).
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medio se incrementd. Esto implicé un mayor
exudado de compuestos de naturaleza fendlica
desde los tejidos, como mecanismo de defensa
o de adaptacion al estrés osmotico.

El medio de cultivo que contenia PEG a
concentraciones iguales o superiores a 30%
tomd coloraciones irreversibles desde las
primeras 24 h de cultivo. En este sentido,
los explantes estarian creciendo en medios
con concentraciones cada vez mayores de
compuestos fendlicos, los cuales, pasado un
umbral critico, se convierten en citotoxicos para
el tejido.

En el Cuadro 3, se detallan los resultados
de la irradiacion masiva de las yemas en el
presente estudio y la dinamica de multiplicacion
de las yemas a través de los diferentes pasos
de la presente investigacion. Inicialmente, se
irradiaron 980 brotes foliados de Musa AAA
cv. Pineo Gigante. Los materiales fueron
irradiados sumergidos en 5 ml de medio de
cultivo diluido e inmediatamente posterior a
la irradiacion, se traspasaron a tubos de 40 x
120 mm, contentivo de 10 ml del medio de
multiplicacion fresco. 900 explantes de los
inicialmente irradiados lograron establecerse in

vitro y permanecer completamente verdes, sin
zonas de oscurecimiento de los tejidos.

Estos materiales lograron reproducir nuevos
brotes a una tasa promedio de 3,5 brotes por
explante. Se noto inicialmente que algunos de
los brotes irradiados, aun cuando permanecian
vivos, no lograban regenerar nuevos brotes
adventicios, razén por la cual se estimé que en
este tipo de materiales, las zonas meristematicas
sufrieron alteraciones, que le impidieron el
desarrollo de nuevos brotes, considerandose
estos brotes vivos, pero en condicion latente.

En la segunda fase de multiplicacion, que
correspondio a la progenie M1V1, se observé un
efecto similar de latencia, pero en esta progenie
los explantes inicialmente regenerados,
tuvieron una reduccién significativa de la tasa
de multiplicacion, donde apenas el 25% de los
explantes logré producir al menos dos nuevos
brotes en este ciclo. Esta condicion redujo
sustancialmente el numero de brotes disponibles
para la primera fase de seleccion, la cual se
realiz6 so6lo con 1000 brotes foliados.

La disminucion de esta capacidad regenerativa
es frecuente en los tejidos sometidos a
irradiacion (Pabon, 2011). Por otro lado, se debe

Cuadro. 3 Produccion de explantes y porcentajes de supervivencias para las distintas progenies

obtenidas en el presente estudio.

Material Material % Explantes
Inicial Sobreviviente Supervivencia Formados
M1VO0 980 900 91.84 2940
M1V1 2940 2900 98.64 1000
M1V2 1000 460 46.00 460
M1V3 460 460 100.00 920
M1V4 920 400 43.48 400
M1V5 400 380 95.00 380
M1V6 380 140 36.84 140
Enraizamiento 140 90 64.29 90
Umbraculo 90 50 55.56 50
Prueba Sequia 50 30 60.00 30
Fisiologia 26 26 100.00 35
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tomar en cuenta que al usar tejido meristematico,
se incrementa la posibilidad de creacién de
quimeras (Robinson y Galan, 2011) por lo que es
necesario tomar medidas para la eliminacion o
disociacion de esas quimeras (Roux et al., 2004).
Al final del proceso de seleccién se trasplantaron
al umbraculo 90 plantas, de las cuales sélo 50
lograron adaptarse a las condiciones de suelo.
Se piensa que la adaptacion de los materiales
se vio afectada por la calidad del sistema radical
regenerado in vitro, el cual puede ser el factor
fundamental para que la planta pueda sobrevivir
en las nuevas condiciones ambientales y de
suelo.

Una vez establecidas las plantas en las
condiciones de umbraculo, se suspendié el
riego y se evalu6 el comportamiento de las
plantas provenientes de yemas irradiadas
durante 15 dias. En este lapso, el 40% de las
plantas seleccionadas in vitro no lograron
soportar las condiciones de sequia simuladas
en el umbraculo, quedando al final de esta
fase un total de 30 plantas, que mantuvieron
su morfologia y su coloracion verde a pesar
de la falta de suplencia de agua. Los explantes
lograron desarrollar brotes nuevos en un periodo
de 21 dias. Con el paso del tiempo, el proceso de
rebrotacion pudo reducirse a 15 dias. Se obtuvo
un promedio de 3 yemas por explante, oscilando
el valor entre 1 y 6 brotes como maximo.

Resultados similares fueron reportados para
el cultivo in vitro de Musa AAA por Sierra y
Shribru (2010) quienes obtuvieron una tasa
de multiplicacion promedio de 3 a 4 brotes
por explante de Musa cultivado in vitro, al
suplementar el medio de cultivo con BA a 3-4
mg |'. Los mejores resultados se obtuvieron con
el uso de la hormona sola o en combinacion con
acido indol acético (AlA) a razén de 0,2 mg I-.

Desde el punto de vista morfoldgico, las plantas
de cambur regeneradas tanto a partir de yemas
irradiadas como de yemas no irradiadas, se
caracterizaron morfolégicamente en condiciones
de umbraculo, bajo riego. Las plantas fueron
evaluadas tres meses posteriores a su siembra.
Los resultados para el parametro altura de la
planta se presentan en el Cuadro 4.

Se comprobd la distribucion normal de los datos
mediante la prueba de Shapiro y Wilk (1965)
arrojando un parametro W=0,95; indicativo de la
distribucion normal de los datos. La prueba de
Levene para homocedasticidad de las varianzas,
basado en las medias muestrales, produjo un
valor P= 0,35; lo cual indica la homogeneidad de
las varianzas. Ambos tratamientos presentaron
coeficientes de variacion relativamente bajos,
sugiriendo una homogeneidad alta entre los
valores obtenidos para cada tipo de explante.

El analisis de varianza permitié establecer
diferencias significativas entre las alturas de los
dos tipos de plantas, esto indica que el material
proveniente de yemas irradiadas presenta
valores promedios de altura mas altos que las
plantas provenientes de yemas no irradiadas.
Efectos similares sobre una mayor altura de
plantas irradiadas fueron reportados por Alvarez
et al. (2012) en el caso de tomate, los cuales
se han relacionado con una estimulaciéon en
la produccién de proteinas, especialmente al
utilizar dosis bajas de irradiacion (Ramirez et al.,
2006).

Debido a que las dos muestras eran de
tamafno relativamente pequefio se decidid
hacer la prueba T de Student (Student, 1908),
utilizando la férmula para muestras de igual
tamafio y varianza similar. El valor de la
prueba T calculada fue 4,39; se compard
con el valor tabulado para un a=0,05y 48 g |
(t=2,02) estableciéndose que las dos medias son

Cuadro 4. Altura (cm) de plantas de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante) regeneradas in
vitro a partir de yemas axilares irradiadas y no irradiadas.

Coeficiente de

Tipo de planta Altura (cm) variacion (%)
Proveniente de yemas irradiadas 23,99+3,45* 14,39
Proveniente de yemas no irradiadas 20,27+2,42 12,92
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diferentes y que efectivamente el valor de altura
de las plantas provenientes de yemas irradiadas
es estadisticamente superior al de las plantas
no irradiadas. El efecto estimulante de dosis
bajas de irradiacion puede estar relacionado
con la activacion de sistemas isoenzimaticos
que inducen la formacidbn de sustancias
fisiolégicamente activas, incentivando tanto la
division celular como procesos morfogenéticos
(Chen et al., 2005; Alvarez et al., 2013).

Para el caso de Musa, los trabajos realizados
con mutantes han sefalado un mayor
crecimiento de las plantas testigo al compararlas
con el crecimiento de las provenientes de yemas
irradiadas (Bermudez et al., 2000; Ventura et al.,
2003); sin embargo, los trabajos mencionados
se han realizado sobre materiales de Musa AAB
y Musa AAAB, ambos creciendo en condiciones
de campo. En este sentido, tanto el efecto del
genotipo, como la medicidn una vez establecidas
las plantas en campo pueden tener efecto sobre
la tendencia encontrada en el crecimiento de las
plantas.

El estudio del grosor del pseudotallo entre
los dos tipos de plantas permiti6 obtener los
resultados que se muestran en el Cuadro
5. Como puede apreciarse, este parametro
establece que existen diferencias significativas
entre los dos tipos de plantas, y que las plantas
mutantes presentaron un grosor mayor que
las plantas no irradiadas. Del mismo modo, al
analizar el coeficiente de variacion, se observa
que hay una mayor variabilidad entre los
materiales provenientes de plantas irradiadas, lo
que significa que la distribucion de valores para
el diametro del pseudotallo es mas heterogénea
en este tipo de plantas.

El analisis de distribucion normal entre los
datos, produjo un coeficiente W=0,98 de

acuerdo a la prueba de Shapiro y Wilk (1965),
lo que establece la distribucién normal de los
resultados. La prueba de Levene, arroja un
valor de P=0,19 basado en el analisis de las
medias, estableciendo que para un nivel a=0,05
las varianzas de ambas poblaciones pueden
considerarse homogéneas, comprobandose los
supuestos necesarios para realizar el analisis de
la varianza. El analisis de varianza reporté un
valor F con una P=3,7 x 107, por lo que existen
diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos y puede considerarse que
las plantas mutantes son de mayor grosor. Al
realizar la prueba T de Student (1908) se obtiene
un valor de prueba T calculado de 3,63; el cual
es mayor que el valor tabulado para a=0,01 y 48
g | (t= 2,4066), corroborando la diferencia entre
las medias obtenidas para el parametro medido
y confirmando la superioridad estadistica de la
media obtenida para el diametro de las plantas
mutantes.

Estos resultados contrastan con los obtenidos
por Mudibu et al. (2012) quienes reportaron la
disminucion de parametros morfométricos en
mutantes de soya (Glycine max L.) al utilizar
dosis bajas de irradiacion. Del mismo modo, para
el caso de Musa, Amorim et al. (2012) reportaron
una disminucién en los valores morfométricos
de las plantas mutantes, existiendo diferencias
estadisticamente  significativas entre los
mutantes y las plantas normales, a favor de estas
Ultimas. Sin embargo, los mutantes producidos
presentaron una mayor productividad y resultaron
ser mas precoces.

Es posible que el efecto de la irradiacion
sobre algunos parametros morfométricos esté
relacionado con el genotipo. En este sentido,
Bidabadi et al. (2012) encontraron que las plantas
mutantes de Musa presentaron mayor vigor

Cuadro 5. Diametro del pseudotallo (cm) de plantas de cambur (Musa AAA cv. Pineo
Gigante) regeneradas in vitro a partir de yemas axilares irradiadas y no irradiadas.

Tipo de planta

Coeficiente de

Diametro (cm) variacion (%)

Proveniente de yemas irradiadas

Proveniente de yemas no irradiadas

9,79
9,00

1,93+0,19%"
1,650,15°

*Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
segun la prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0,01).
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que las plantas normales y este mayor vigor
ha caracterizado a los materiales tolerantes a
sequia (Gopal et al., 2008).

La morfologia foliar fue otro parametro
examinado entre los dos grupos de plantas
analizados. Se encontré una variedad de formas
de hojas entre las plantas provenientes de
yemas irradiadas que presentaron ademas de
la morfologia tipica de una hoja de musaceas
(Figura 4a), hojas lanceoladas (Figura 4b) y
hojas mas elipticas (Figura 4c). De igual modo,
se obtuvieron hojas con bordes lisos y hojas con
bordes ondulados (Figura 4d). Las alteraciones
en la morfologia foliar han sido reportadas
como uno de los cambios mas frecuentes en
el fenotipo de mutantes. Nomura et al. (2005)
reportaron cambios en la morfologia de las
hojas en mutantes de tomate. En este sentido,
Robles (1999) demostrd que las alteraciones en
la morfologia foliar encontrada en Arabidopsis
thaliana respondia a expresiones de genes
directamente responsables de mecanismos de
formacion de las hojas.

iy

Figura 4. Morfologia foliar de plantas de Musa AAA cv. Pineo Gigante

Las diferentes modificaciones encontradas
en los materiales seleccionados estuvieron
posiblemente relacionadas con desrepresiones
y expresiones ectopicas de genes, asociadas
a la expresion constitutiva de mecanismos
de defensa y a controles polares, tanto de la
division como del crecimiento celular. Se han
identificado 91 genes relacionados directamente
con la formacion de las hojas. En consecuencia
es importante sefalar que Kavas et al. (2006)
demostraron que la respuesta de tolerancia a
sequia estaba estrechamente relacionada con
la morfologia y fisiologia foliar, mas que con la
radical.

El analisis del area foliar se presenta en el Cuadro
6. El analisis de normalidad revel6 que los datos
se ajustaron a una distribucion normal (W=0,98)
(Shapiro y Wilk, 1965). De igual modo la prueba
de Levene arrojo un valor P=0,19 basado en las
medias aritméticas, lo cual demostré la igualdad
de las varianzas. La distribucién de los residuos
siguié una tendencia positiva representada por
una linea recta, con igual repartimiento de los

regeneradas in vitro a partir de yemas irradiadas. a) plantas
con morfologia foliar normal. b) hojas lanceoladas, c¢) hojas
elipticas y d) hojas con bordes lisos y bordes ondulados.
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Cuadro 6. Areafoliar (cm?)de plantas de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante) regeneradas
in vitro a partir de yemas axilares irradiadas y no irradiadas.

Tipo de planta

Proveniente de yemas irradiadas

Proveniente de yemas no irradiadas

Area foliar Coeficiente de
(cm?) variacion (%)
231,87+53,1'a* 22,91
161,03+37,0°b 23,03

*Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
segun la prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0,01).

mismos, corroborando esto la independencia de
los errores. El analisis de varianza establecid
diferencias entre los dos grupos de plantas
evaluadas, con un valor P asociado al estimador
F de 1,61 x 10-; indicando que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos
tipos de plantas estudiadas.

Desde el punto de vista del area foliar, las hojas
de las plantas mutantes presentan, en promedio,
mayor superficie que las hojas de las plantas
normales. El coeficiente de variacion establece
que hay una mayor heterogeneidad de areas
foliares entre las plantas normales que el rango
encontrado entre las plantas provenientes de
yemas irradiadas, a pesar de tener valores mas
altos y tener una mayor desviacion estandar.

Mayor area foliar en los mutantes, comparados
con el area foliar del genotipo normal, también
fue sefialado por Rodriguez et al. (1996) en el
caso de frijol. Gianoli (2004) establecié que
las plantas producian fenotipos diferentes en
respuesta a cambios ambientales, lo que se
conoce como plasticidad fenotipica.

Estas modificaciones morfofisiolégicas,
representan un proceso de adaptacion donde
generalmente hay la seleccion de genes
responsables del nuevo comportamiento.
Loveys et al. (2002) establecieron que las
condiciones ambientales influian sobre los
procesos metabodlicos que contribuian a la
biosintesis, mantenimiento y crecimiento celular.
De acuerdo a su plasticidad fenotipica se
expresaran atributos morfoldgicos, fisioldgicos
y bioquimicos diferentes (Atkin et al., 2006),
lo que explicaria las diversidades de formas y
tamarnos encontradas en cada grupo de plantas
analizadas en el presente trabajo.

De igual modo, la menor area foliar en las
plantas normales podria indicar un mecanismo
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adaptativo ante la falta de agua, mientras que
las plantas mutantes parecen mantener sus
patrones de crecimiento foliar, sin percibir el
estimulo del estrés hidrico como un factor de
induccién de cambio morfoldgico en las hojas.

Por otro lado, Lin et al. (2012) reportaron
la influencia de genes regulados por altas
temperaturas sobre el proceso de morfogénesis
foliar. Los procesos relacionados con las altas
temperaturas, estan altamente correlacionados
con los efectos del déficit hidrico, y es posible
que procesos transcripcionales diferentes entre
las plantas susceptibles y las tolerantes se
desencadenen para la formacioén del area foliar.

El andlisis anatdmico de las hojas permitio
establecer diferencias significativas entre los
dos tipos de plantas analizadas. Los cortes
histologicos transversales del tejido foliar se
presentan en la Figura 5. Puede observarse
que ambos tipos de plantas presentan en
sus mesofilos un parénquima en empalizada
uniestratificado.

En los tejidos de plantas provenientes de
yemas irradiadas, las células de este tejido
parecen estar mas compactas que en el caso
de los tejidos presentes en el mesdfilo de las
plantas provenientes de yemas no irradiadas.
El parénquima en empalizada de las plantas
irradiadas se observd de una coloracion verde
mas intensa, quizas por la presencia de un
mayor numero de cloroplastos en estos tejidos.

Sin embargo, la principal diferencia observada
entre los dos tipos de hojas analizadas, se hace
mas evidente en la organizacion del parénquima
esponjoso. ElI mesdfilo de las hojas de las
plantas irradiadas presenta un parénquima
esponjoso mas denso que el de las plantas no
irradiadas. Existe una aparente mayor cantidad
de cloroplastos en las plantas irradiadas y las
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Figura 5.

Cortes histolégicos transversales de tejido foliar de plantas de

Musa AAA cv. Pineo Gigante. a) y c) plantas provenientes de
yemas irradiadas, b) y d) plantas provenientes de yemas no

irradiadas.

células se presentan organizadas de modo
mas compacto, que en los tejidos de las hojas
normales.

Estos resultados son opuestos a los encontrados
por Gonzalez (2007) en Arabidopsis thaliana,
donde el mesdfilo de las plantas mutantes era
menos denso que el de las plantas normales.
Sin embargo, ambos trabajos coinciden en que
la epidermis de las hojas, tanto de las plantas
mutantes como la de las normales, presentan
el mismo tipo de estructura, tamafio de células
y organizacion. El mantenimiento de las
caracteristicas estructurales de la epidermis ha
sido caracteristico en plantas de sombra, siendo
mas frecuentes los cambios en plantas helidfitas
(Lima et al., 2006).

De igual modo, no se encuentra diferencia en
cuanto al espesor de las capas de parénquima,
especialmente en el parénquima en empalizada.
Estos resultados concuerdan con los reportados
por Cabral de Melo et al. (2011) para mutantes
de tomate, quienes resaltan la relaciéon del
espesor de los tejidos con el contenido de
fotorreceptores en los mismos, especialmente
de los fitocromos. En este sentido, establecen
ademas que el espesor de los tejidos puede
ser menos reducido, si las plantas crecen en
condiciones de baja intensidad de irradiacion.
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CONCLUSIONES

Se calibré6 una metodologia para la induccién
de mutaciones in vitro en Musa AAA utilizando
radiaciones ionizantes, estableciéndose que
para el caso de yemas cultivadas in vitro, la
dosis de irradiacion debia ser de 30 Gy, lo
cual correspondié a la DL50. La seleccién
de materiales tolerantes en condiciones in
vitro debe realizarse en medios de -cultivo
suplementados con 20% de PEG (PM= 8000), lo
cual corresponde a la DL50.

Se produjo in vitro la progenie M1V6, la cual
permitié identificar 26 individuos con respuesta
de tolerancia a condiciones simuladas de estrés
hidrico, tanto in vifro como en condiciones de
umbraculo. Los materiales regenerados a partir
de yemas irradiadas presentaron mayor vigor,
altura, diametro de tallo y area foliar que los
materiales regenerados a partir de yemas no
irradiadas.

Desde el punto de vista anatémico, las
plantas regeneradas a partir de yemas
irradiadas presentaron una mayor densidad
de cloroplastos, asi como una mejor
estructuracion del parénquima esponjoso. No
se encontraron diferencias anatémicas en el
parénquima en empalizada, el cual presento
la misma distribucion de células. Por lo tanto,
las radiaciones ionizantes resultaron efectivas
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en la induccion de cambios en Musa AAA cv.
Pineo Gigante para el desarrollo de genotipos
con tolerancia potencial a condiciones de estrés
hidrico.
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