Articulo Cientifico Biotecnologia Vegetal Vol. 7, No. 3: 143 - 147, julio-septiembre, 2007

Evaluacién en campo de la estabilidad genética en plantas
obtenidas por embriogénesis somatica del cv. hibrido ‘FHIA 21’
(Musa AAAB)

Leyanis Garcia-Aguilat*, Miladys Leon?, Rafael G. Kosky!, Pedro Orellanal, Ricardo Gonzéalez?2. *Autor para
correspondencia.

Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, Carretera a Camajuani
km 5.5 Santa Clara, Villa Clara. Cuba, CP 54 830. e-mail: leyanis@ibp.co.cu

’Finca de Referencia Nacional ‘La Victoria’. Bayamo. Granma.

RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de evaluar en campo la estabilidad genética de plantas regeneradas
por embriogénesis somatica del cv. hibrido ‘FHIA-21' (Musa AAAB). Para este estudio se plantaron 6 252
plantas y se utilizaron como control 2 000 plantas obtenidas por organogénesis e igual cantidad procedente
de semilla asexual (cormo). La densidad de plantacion fue de 3 333 plantas por hectarea, a una distancia de
3x2x1.20m. Se realizaron cuatro repeticiones en un disefio experimental de Cuadrado Latino. Las evaluaciones
se efectuaron durante el primer ciclo de plantacion a través de los caracteres morfolégicos y agronémicos de
mayor aporte a la deteccién de la variabilidad genética. Los resultados mostraron alta estabilidad genética en
las plantas obtenidas por embriogénesis somatica del cv. hibrido ‘FHIA 21’ (Musa AAAB), dado por el bajo
porcentaje de variacion somaclonal (0.015%). Por otra parte, la evaluacion de los caracteres agronémicos
(peso de los racimos, nimero de manos y nimero de frutos) no present6 diferencias estadisticas entre las
plantas procedentes del cultivo in vitro (embriogénesis somatica y organogénesis), pero si con respecto a
las plantas de semilla asexual. Por tanto, los resultados de este trabajo pudieran validar la embriogénesis
somatica para la propagacion masiva del cv. hibrido de platano ‘FHIA-21".
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ABSTRACT

The present work was carried to evaluate the genetic stability in plants obtained by somatic embryogenesis of
cv. hybrid ‘FHIA 21’ (Musa AAAB) in field. A number of 6 252 plants were planted and 2 000 plants obtained by
organogenesis and same quantity coming from asexual seeds were used as control for this study. The plantation
density was 3 333 plants per hectare, at a distance of 3x2x1.20m each one. Four repetitions were carried out
in a Latin Square experimental design. Evaluations were made during the first plantation cycle through out
morphological and agronomic characters of more contribution to detection of genetic variability. Results showed
high genetic stability in plants obtained by somatic embryogenesis of cv. hybrid ‘FHIA 21’ (Musa AAAB), given by
the low percentage of somaclonal variation (0.015%). Besides, the evaluation of the agronomic characters
(bunch weigh, number of hands/bunch and number of fruits/hands) did not present statistical differences
among the plants coming from the in vitro culture (somatic embryogenesis and organogenesis), but some
differences were observed when compared to plants from asexual seeds. Results of this work validate somatic
embryogenesis for the massive propagation of cv. hybrid of banana ‘FHIA-21.’
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INTRODUCCION

En el cultivar hibrido ‘FHIA 21’ (Musa AAAB) la
propagacion in vitro a través del cultivo de brotes
axilares (organogénesis) presenta como limitante
bajos coeficientes de multiplicacion y crecimiento
de brotes en forma de rosetas (Garcia-Aguila et al.,
2002). Por ello, se ha considerado aprovechar las
ventajas de la embriogénesis somatica en la
propagacion masiva de plantas de este hibrido.

Daniels et al. (2002) propusieron un sistema de
regeneracion de plantas a través de la embriogénesis

somatica como base para la transformacién
genética. Sin embargo, no consideraron la
evaluacion en campo de la estabilidad genética
como aspecto importante para conocer su
competibilidad frente a la propagacion organogénica
y la semilla tradicional (cormo).

En el género Musa los principales estudios de
variacion genética a través de la evaluacion de los
caracteres morfolégicos y agrondémicos responden
a proyectos de mejoramiento genético. Por esta
causa, y con el objetivo de unificar criterios de
evaluacién la Red Internacional para el
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Mejoramiento del Banano y el Platano confeccion6
la Guia de Descriptores para el Banano (Musa spp.)
que proporciona los parametros a observar para el
manejo general de los cultivares.

Por otra parte, la caracterizacion morfologica y
agrondmica se ha utilizado en el monitoreo de la
estabilidad genética entre plantas procedentes del
cultivo de tejidos in vitro, especialmente en plantas
regeneradas a partir del cultivo de brotes axilares
(organogénesis) (Smith y Hamill, 1993; Sandoval
etal., 1997), por ser el método de propagacion in
vitro més utilizado. Sin embargo, existen pocos
estudios de estabilidad genética en plantas
obtenidas a partir de los embriones somaticos.
Entre estos resultados se destacan los obtenidos
por Cobte et al. (2000), en una poblaciéon de 500
plantas del cultivar Grande naine (Musa AAA)
regeneradas a partir de suspensiones celulares
embriogénicas. Adema4s, estan los resultados de
Lépez et al. (2005) en el cv. Navoleam (Musa ABB)
y Kosky et al. (2006) en el cv. hibrido ‘FHIA 18’
(Musa AAAB). Estos autores observaron diferentes
tipos de cambios morfolégicos en las plantas
regeneradas por embriogénesis somatica, muchos
de los cuales desaparecieron en el segundo ciclo
de cultivo.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente
descritos y la disponibilidad de plantas
regeneradas por embriogénesis somatica del cv.
hibrido ‘FHIA 21’ (Musa AAAB), este trabajo tuvo
como objetivo evaluar en condiciones de campo la
estabilidad genética de las plantas, a través de
caracteres morfologicos y agronémicos.

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se plantaron en campo 6 252
plantas procedentes de embriones somaticos y se
utilizaron como control 2 000 plantas obtenidas
por organogénesis e igual cantidad procedente de
semilla asexual (cormo). El experimento abarco
un area 3.0 hectareas en suelo aluvial poco
diferenciado y la distancia de plantacion fue de 3x
2x1.20m, para una densidad de plantacion de 3 333
plantas por hectarea. Se realizaron cuatro
repeticiones en un disefio experimental de
Cuadrado Latino. La temperatura promedio anual
durante todo el ciclo de cultivo fue de 25+3°C. El
riego y las atenciones culturales se realizaron
siguiendo el Instructivo Técnico para el Cultivo del
Platano (INIVIT, 2007).

La evaluacion de la estabilidad genética de las
plantas se determind a través de caracteres
morfolégicos y agrondémicos altamente
discriminantes y de mayor aporte a la deteccion
de la variabilidad genética. Para ello se utiliz6 la
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Guia de Descriptores para el Banano (Musa spp.)
propuesta por el INIBAP/IPGRI/CIRAD (1996) y el
Descriptor de la FHIA para el cv. hibrido ‘FHIA-21’
(FHIA, 2002).

Los caracteres morfolégicos que se evaluaron
fueron: habito foliar, apariencia del pseudotallo, tipo
de bellota, forma del racimo, posicion de racimo,
color del fruto, forma del fruto y forma del apice
del fruto. A los diez meses se evalu¢ la altura de
la planta (m) medida desde la base hasta la
insercion en forma de V de las ultimas hojas
emitidas, la circunferencia del pseudotallo (cm) a
un 1.0 m de la base y el numero de hojas
funcionales.

La evaluacion de los caracteres agrondmicos se
realizé alos 14 meses de la plantacion y para ello
se seleccionaron aleatoriamente 250 plantas por
cada tipo de sistema de propagacion estudiado.

Las variables evaluadas se describen a
continuacion:

- Numero de hojas funcionales a la cosecha.

- Peso neto del racimo con desmane (kg)

- Nimero de manos por racimo

- Numero de frutos por mano

Alos datos experimentales se les aplicd un andlisis
de varianza de clasificacion simple. Mientras que
la comparacion de medias se realiz a través de
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con
nivel de significacion de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas procedentes de embriones somaticos
mostraron similitud en los caracteres morfologicos
evaluados, con respecto a las plantas procedentes
de organogénesis y semilla asexual. Se observé
en las plantas un habito foliar decumbente,
pseudotallo brillante no ceroso, bellota permanente
en el racimo, racimo asimétrico y ligeramente
inclinado, con frutos de color verde claro y rectos
en la parte discal (Figura 1). Estos caracteres
morfoldgicos coinciden con el Descriptor de la FHIA
(2002) para este cultivar.

No obstante, se observé una planta fuera de tipo
en la poblacion procedente de embriones
somaticos. Esta se caracterizd por presentar
menor altura, pseudotallo delgado y hojas anchas
(Figura 2). Este tipo de variante morfolégica
relacionada con la altura se conoce como planta
de tipo ‘Grele’. Por esta causa, los resultados en
campo mostraron un porcentaje de variacion
somaclonal de 0.015% en las plantas regeneradas
de embriones somaticos del cv hibrido ‘FHIA-21".
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Figura 1. Plantas del cv. hibrido de platano ‘FHIA-21’" procedentes de embriones somaticos. (a) Plantas con habito
foliar decumbente. (b) Coloracion del pseudotallo brillante no ceroso. (c)Tipo de bellota. (d) Forma y posicion del

racimo

Figura 2. Planta tipo ‘Grele’ del cv. hibrido de platano ‘FHIA-21’ procedente de embriogénesis somatica, a los 10

meses de la plantacion

Alos 10 meses las plantas procedentes del cultivo in vitro
(embriogénesis y organogénesis) presentaron menor altura
y mayor nimero de hojas funcionales que las plantas
obtenidas de semilla asexual, con diferencias significativas

entre ellas. Sin embargo, para la variable circunferencia
del pseudotallo no se encontraron diferencias entre las
plantas correspondientes a los tres sistemas de
propagacion (Tabla 1).
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En la literatura cientifica se describen diferentes tipos
de cambios morfoldgicos en plantas procedentes del
cultivo in vitro. La variacion de tipo ‘Grele’ fue
observada por Marie (1993), Morpurgo et al. (1997) y
Sandoval et al. (1997) en otros genotipos de Musa.

Los resultados de la evaluacion de los caracteres
morfolégicos muestran que la poblacién de plantas
obtenidas por embriogénesis somatica del cv. hibrido
‘FHIA-21’ presenta gran estabilidad genética, dado
por el bajo porcentaje de variacion somaclonal
(0.015%). En este trabajo de 6 252 plantas se
observo solo una planta con cambio morfolégico.
Este porcentaje es bajo cuando se compara con los
resultados descritos por otros autores en diferentes
genotipos de Musa.

Por ejemplo, Grapin et al. (1996) obtuvieron de 16 a
22.1% de variantes somaclonales en plantas del cv.
‘French Sombra’ (Musa AAB). Mientras que Shchukin
etal. (1998), sefialaron valores entre 1.6 a 7.9% de
variacion somaclonal en el cv. ‘Grande naine’ (Musa
AAA) cuando emplearon la embriogénesis somatica
en laregeneracion de plantas, siendo el enanismo y
el mosaico las variaciones mas frecuentes.

En estudios similares, Lopez et al. (2005), detectaron
1.1 y 8.6% de variantes somaclonales del cv. de
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platano ‘Navolean’ (Musa ABB), en poblaciones de
plantas regeneradas de embriones somaticos y
observaron cambios en la morfologia del racimo
correspondiente a la regresion a tipo ‘French’.
Posteriormente, Kosky et al. (2006) anunciaron 1.0%
de variacion somaclonal en 1 000 plantas del cv.
hibrido de banano ‘FHIA-18" (AAAB) regeneradas a
partir de embriones somaticos. Estos autores
observaron plantas con retardo del crecimiento
(enanas) durante dos ciclos de cultivo.

Por otra parte, la evaluacion de los caracteres
agronémicos en las plantas del cv. FHIA 21 (peso de
los racimos, nimero de manos y nimero de frutos)
no mostraron diferencias estadisticas entre las
plantas procedentes del cultivo in vitro
(embriogénesis somatica y organogénesis), pero si
con respecto a las plantas procedentes de semilla
asexual. Sin embargo, el mayor niumero de hojas
funcionales, en el momento de la cosecha, se
presentd en las plantas obtenidas de embriones
somaticos (Tabla 2).

Los resultados de la evaluacion de las variables
agronémicas demostraron mejor desempefio en las
plantas procedentes del cultivo in vitro que las plantas
procedentes de semilla asexual en el cv. hibrido
‘FHIA-21".

Tablal. Caracteres morfolégicos en plantas procedentes de embriones somaticos, organogénesis y semilla
asexual del cultivar hibrido ‘FHIA-21’, a los 10 meses de la plantacion

Sistema de Atura de la planta (m) Circunferencia del NUmero de hojas
Propagacion pseudotallo (cm) funcionales
Media Rangos Media Rangos Media Rangos
medios medios medios
Embriogénesis 2.52 23.37b 49.51 30.18a 9.4 436 a
Organog énesis 2.54 24.41b 49.50 30.17a 8.4 336 b
Semila asexual 2.63 37.63a 49.67 30.82a 7.2 174 c

Rangos medios con letras distintas en una columna difieren estadisticamente segun la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis para p<0.05.

Tabla 2. Caracteres agronémicos y nimero de hojas funcionales en plantas regeneradas por embriogénesis
somatica, organogénesis y semilla asexual del cv. hibrido ‘FHIA-21’, a los 14 meses de plantacién

Sistema de Peso del racimo (kg)

Propagacion

N° de manos /racimo

N°de frutos/mano  N° hojas funcionales

a la cosecha

Media Rangos Media Rangos Media Rangos Media Rangos

medios medios medios medios

Embriogé nesis 41.04 28.35a 6.26 29.07a 82.93 29.25a 6.60 26.05a
Organogénesis 39.10 26.41a 6.20 29.20a 78.20 2741a  5.40 16.90b
Semilla asexual 32.84 12.30b 5.20 10.87b 63.86 10.50b  5.70 18.92b

Rangos medios con letras distintas en una columna difieren estadisticamente segun la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis para p<0.05
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Estos resultados al igual que los descritos por Céte
etal. (2000) durante la evaluacion en campo de 500
plantas de ‘Grande Naine’ (Musa AAA), mostraron
gue no existia diferencias morfolégicas y agronémica
entre las plantas procedentes de la técnica
convencional de cultivo in vitro (organogénesis) y las
obtenidas a partir de suspensiones celulares
embriogénicas. Al respecto, Lépez et al. (2005),
durante la evaluacion en campo de plantas del cv.
‘Navolean’ obtuvieron una respuesta agronémica
similar entre las plantas procedentes del cultivo in
vitro con respecto a las plantas procedentes de
semilla asexual.

CONCLUSIONES

Los resultados de la evaluacién en campo a través
de los caracteres morfolégicos y agronémicos
mostraron alta estabilidad genética en plantas
obtenidas por embriogénesis somatica del cv. hibrido
‘FHIA 21’ (Musa AAAB). Por tanto, los resultados
de este trabajo pudieran validar la embriogénesis
somatica para la propagacion masiva in vitro en este
cultivar.
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