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RESUMEN

La embriogénesis somatica es un proceso Util para la propagacion clonal y el mejoramiento genético por
induccion de mutaciones. Este trabajo se realizé con el objetivo de determinar el efecto de radiaciones
Gamma fuente 8°Co en suspensiones celulares embriogénicas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
hasta la conversion en plantas. Se aplicaron diferentes dosis de radiacién (0, 30, 40, 50, 60, 70y 80 Gy) a
suspensiones celulares embriogénicas en fase de multiplicacion y posteriormente se pusieron a formar,
madurar y germinar los embriones. Para determinar la respuesta ex vitro de la poblacion de plantas obtenidas
estas se transfirieron a casa de cultivo. Los resultados mostraron que con el indicador masa fresca de los
embriones somaticos formados no se observaron diferencias entre el efecto de las diferentes dosis de radiacion
aplicadas y el control. Sin embargo, la dosis de radiacion afecto el porcentaje de formacion y germinacion de
embriones somaticos. Con el empleo de 40 Gy se regeneraron plantas con variaciones fenotipicas.Los resultados
en casa de cultivo evidenciaron que a medida que aumentaron las dosis de radiacion hasta 50 Gy se incremento
la frecuencia de variaciones. Con dosis de radiacion superiores se afecto la supervivencia de las plantas.
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In vitro mutagenesis in embryogenic cell suspensions of banana cv.
Grande naine (Musa AAA)

ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a useful process for clonal propagation and genetic improvement by induction of
mutations. This work was carried out with the objective of determining the effect of °Co source Gamma
radiations on embryogenic cell suspensions of banana cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) until conversion to
plants. Different doses of radiation (0, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 Gy) were applied to embryogenic cell
suspensions in the multiplication phase and the embryos were later formed, matured and germinated. To
determine the ex vitro response of the population of plants obtained these were transferred to greenhouse.
The results showed that with somatic embryos formed fresh mass no differences were observed between the
effect of the different doses of radiation applied and the control. However, the radiation dose affected the
percentage of somatic embryo formation and germination. Plants with phenotypic variations were regenerated
with 40 Gy. The results at the greenhouse showed that as radiation doses increasedup to 50 Gy, the frequency
of variations increased. With higher doses of radiation the survival of the plants was affected.

Keywords: Gamma radiation, in vitro mutagenesis, radiation dose, radiosensibility, somatic embryo
INTRODUCCION La induccién de variaciones genéticas por
diferentes métodos y técnicas es una
herramienta basica en manos de los
mejoradores de plantas para el desarrollo de

Los bananos (Musa spp.) se encuentran entre
las frutas mas importantes en el mundo, se

cultivan en mas de 120 paises, en su mayoria
por pequefios productores (Pestana et al.,
2011). Este cultivo es considerado uno de los
mas importantes en materia de seguridad
alimentaria, ya que es una fuente de energia
facil y barata, ademas de ser muy rico en
vitaminas A, C y B, (Ravi et al., 2013).

nuevos cultivares con tolerancia a estrés
abidtico, resistencia a plagas y enfermedades
y el mejoramiento de la calidad y el rendimiento
agricola (Arene et al., 2007; Xu et al., 2012).
Sobre esto se ha trabajado en el cultivo de
bananos y platanos por diferentes autores
(Alves y Lima, 2000; Jain, 2005; 2010). De
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acuerdo con Xu et al. (2012) dichas técnicas
posibilitan el aumento de la variabilidad
genética, asi como la rapida multiplicacion de
los mutantes obtenidos.

Por su uso, tanto para la propagacion masiva
como para el mejoramiento genético, la
tecnologia de la embriogénesis somatica se ha
ido aplicando en varios cultivos. Entre las
ventajas que ofrece esta el origen unicelular del
embrion somético lo cual minimiza o elimina la
formacién de quimeras en las plantas
regeneradas. Por otro lado, el empleo de
suspensiones celulares embriogénicas es un
material vegetal ideal para la induccién de
mutaciones debido a la produccién de
embriones somaticos mutados. El proceso se
logra automatizar, ya que los embriones
sométicos pueden ser obtenidos en un
biorreactor para su produccion a gran escalay
posterior seleccion in vitro. Finalmente, las
células embriogénicas pueden ser
almacenadas por largos periodos de tiempo en
crioconservacion lo cual facilita la preservacion
de los mutantes (Suprasanna et al., 2012).

Se han desarrollado dos sistemas de induccion
de mutaciones para el mejoramiento genético
de Musa spp. El primero, basado en la
irradiacion de los hijuelos in vivo antes de la
extraccion y cultivo de yemas in vitro, solo que
los autores lograron un bajo namero de
mutantes (De Guzman et al., 1982). El
segundo, apoyado en las técnicas de induccion
de mutaciones de yemas in vitro, recuperacion
de los mutantes tratando de evitar o reducir la
aparicion de quimeras y la micropropagacion
de los mutantes deseables (Garcia et al., 2002)
con mejores resultados. Roux (2004) con el
empleo de radiaciones Gamma informé la
obtencion de diferentes mutantes de banano
con caracteristicas morfolégicas mejoradas
como forma y tamafio del racimo (linea
mutante: ‘Klue Hom Thong KU1’) en Tailandia;
cambios en la altura de las plantas: ‘SH-3436-
L9y ‘SH-3436- 6.44’ en Cuba, lineas mutantes
con incremento de la tolerancia a Fusarium
oxysporum (‘Mutiara’y ‘Novaria’) desarrolladas
en Malasia; asi como los mutantes con
tolerancia a la toxina de Mycosphaerella
fijiensis (‘\GN35-1y GN35-VIII') obtenidos por la
Agencia Internacional de Energia Atomica.

Hasta el momento, solo Roux (2004) ha
referido el uso de suspensiones celulares
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embriogénicas de banano como explante para el
tratamiento mutagénico in vitro en los cultivares
‘Williams’ (AAA) y ‘Three Hand Planty’ (AAB). Sin
embargo, este autor encontré que la dosis de
radiacion a emplear varié con la constituciéon
genética de cada cultivar, por lo que es preciso
realizar estudios de radiosensibilidad al utilizar
otros. Por su parte, Kulkarni et al. (2004) en
‘Grande naine’ (AAA) realizaron el estudio de
sensibilidad a la radiacion Gamma solo a nivel de
establecimiento del cultivo de la suspensién
celular. Por esta razén, esta investigacion tuvo
como objetivo determinar el efecto de radiaciones
Gamma fuente °Co en suspensiones celulares
embriogénicas de banano cv. ‘Grande naine’hasta
la conversién en plantas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron flores masculinas inmaduras de
inflorescencias (pampanas) del cultivar ‘Grande
naine’ (Musa AAA). Estas fueron colectadas
directamente de plantas adultas que crecian en
condiciones de campo en la Empresa de Cultivos
Varios ‘La Cuba’, en la provincia de Ciego de Avila,
Cuba. Para la obtencion de los callos con
estructuras embriogénicas, establecimiento y
multiplicacion de la suspensién celular se
siguié la metodologia propuesta por Escalant
et al. (1994).

Tratamiento mutagénico

Se utilizaron suspensiones celulares
embriogénicas (SCE) en fase de multiplicacion,
con cuatro dias después del ultimo subcultivo.
La suspension celular se prepar6 al 25% del
volumen de células sedimentadas y se
adicionaron 0.5 ml de células en tubos
Eppendorf de 1.5 ml de capacidad (seis por
cada dosis de radiacién). Para determinar la
curva de dosis de radiacion con rayos Gamma
fuente ®Co se estudiaron siete tratamientos (0,
30, 40, 50, 60, 70 y 80 Gy). Para ello se utilizé
un irradiador MPX-25, con una potencia de
dosis de 11.3 Gy min. El equipo se encuentra
en el Centro de Aplicaciones Tecnoldgicas y
desarrollo Nuclear (CEADEN) de La Habana,
Cuba.

Después de la irradiacion, las células se
transfirieron al medio de cultivo RD1
propuesto por Gomez-Kosky et al. (2002)
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para formar embriones somaticos el cual
estaba compuesto por sales MS al 50%
(Murashige y Skoog,1962)(Duchefa), vitaminas
MS, acido ascérbico 100 mg I, mio-inositol 100
mg I, sacarosa 30 g It y Phytagel® (SIGMA)
2.2 g It En todos los casos el pH se ajust6 a
5.7 antes de la esterilizacion en autoclave.

Se adicionaron 10 ml de medio de cultivo por
placa de Petri y se descarg6 el contenido de
cada tubo Eppendorf encima de una malla de
poliestireno (1 cm?) de tamafio de poro de 50
pm cada una, las cuales se colocaron encima
del papel de filtro estéril para eliminar el medio
de cultivo liquido y sobre estas se deposit6 la
suspension de células embriogénicas. En ese
momento se determind la masa fresca (mg)
inicial de cada muestra (mgMF), con la ayuda
de una balanza analitica (SARTORIUS).

Las condiciones de cultivo fueron oscuridad total
a27+2°C.Alos 21 dias de cultivo se realizaron
observaciones de la formacion de los
embriones somaticos y se determiné la masa
fresca (mg) y el porcentaje de formacién de
embriones somaticos por tratamiento.

Posteriormente el contenido de cada muestra
se transfiri6 a placas de Petri con medio de
cultivo de maduracion de embriones sométicos,
propuesto por Gomez-Kosky et al. (2002)
compuesto por sales MS, biotina 1.0 mg I, 6
bencilaminopurina (6-BAP) 0.25 mg I, acido
indol acético (AIA) 0.75 mg |1, sacarosa45g Ity
Phytagel® 2.2 g I1. Se tomaron grupos de 8-10
embriones somaticos y se colocaron 50 grupos
por placa de Petri.

Las condiciones de cultivo fueron oscuridad
total a 27+2 °C. Alos 21 dias se subcultivaron
los embriones somaticos maduros al medio
de cultivo de germinacion compuesto por
sales MS, vitaminas MS, 6-BAP 0.5 mg I,
AIA 2.0 mg |1, mio-inositol 100 mg I}, sacarosa
30 g I't. Como agente gelificante se utilizd
Phytagel ® 2.2 gl*. Se colocaron 15 embriones
somaticos por frasco de cultivo de 250 ml de
capacidad con 30 ml de medio de cultivo. Se
cuantificé el nimero de embriones somaticos
germinados y se calculé el porcentaje de
germinacion a los 90 dias de cultivo.

Las condiciones de cultivo fueron cAmaras de
crecimiento con luz solar y fotoperiodo propio
de la época del afio, a 27 £ 2°C y a una
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densidad de flujo de fotones fotosintéticas
(DFFF) de 50 - 62.5 ymol m2 s,

Finalmente los embriones sométicos
completamente germinados se colocaron en
el medio de cultivo de crecimiento (sales MS,
sacarosa 30 g I'y Phytagel ® 2.2 g I') hasta
lograr una altura de la planta de cuatro a cinco
centimetros y mas de tres hojas emitidas. Las
condiciones de cultivo fueron similares a la
germinacion de los embriones somaticos.

Para estudiar la respuesta ex vitro de la
poblacién de plantas obtenidas a partir de las
SCE irradiadas con cada dosis y un control de
plantas obtenidas de SCE sin irradiar se
transfirieron a casa de cultivo. El ensayo se
realiz6 en condiciones ambientales con
luminosidad reducida de 60-70% mediante una
malla sardn. Se colocaron en bandejas de
plastico de 35 orificios de forma cuadrada, de
120 cm® de volumen cada uno. El sustrato
usado fue una mezcla de 75% de humus de
lombriz y 25% de zeolita més la fertilizacion
con férmula completa 8-13-21 a dosis de 2.5
kg m=3. El cultivo se realizé a temperatura
ambiente, entre 32-34 °C durante el diay entre
22-24 °C durante la noche y el riego se realizé
tres veces al dia con una duracién de 10
minutos por microaspersion. Se evalué la
supervivencia a los 15 dias de cultivo. Alos 60
dias se evalud por observacion visual la
aparicion de cambios de color en hojas,
peciolos y pseudotallo.

Con los datos obtenidos en cada evaluacion
se calculo la dosis letal media (DL ) (dosis en
la que el 50% del material vegetal tratado
muere) y la dosis de crecimiento medio (GR,))
(dosis que reduce el crecimiento en un 50%)
(Suprasanna et al., 2012).

El disefio experimental empleado fue
completamente aleatorizado. El
procesamiento estadistico de los datos
experimentales se realizé con la ayuda del
Paquete estadistico Statistic Packaged for
Social Science (SPSS) version 18.0 para
Windows (Microsoft ®). Se utiliz6 un anélisis
de regresion lineal, asi como la prueba de
Kruskall Wallis/ Mann Witney para las
comparaciones entre las parejas de grupos
con un nivel de significacién para p<0.05 al
no cumplirse los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Alos 21 dias de cultivo al utilizar como indicador
la masa fresca de los embriones sométicos
formados no se observaron diferencias entre
el efecto de las diferentes dosis de radiacion
aplicadas y el control. Atendiendo a los
resultados esta variable no resulté adecuada
para determinar la DL_ y la GR,, al utilizar
suspensiones celulares embriogénicas de
banano cv. ‘Grande naine’. Sobre lo anterior,
los resultados de otros investigadores han sido
contradictorios. De acuerdo con Jain (2000) y
Pedrieri (2001 las evaluaciones de la masa
fresca y seca de callos y suspensiones
celulares embriogénicas irradiadas, asi como
el numero de plantas regeneradas permiten
estimar el valor de laDL, )y GR, . Sin embargo,
Roux et al. (2004) para el estudio del efecto de
la dosis de radiacion en suspensiones
celulares embriogénicas de banano, la
capacidad de regeneracion es una variable
mas adecuada que el volumen de células
sedimentadas o la masa fresca.

El porcentaje de formacién de embriones
somaticos reveld que la dosis de radiacion
afect6 esta variable. A medida que estas
aumentaban desde 30 Gy hasta 80 Gy se
formaron menos embriones somaticos en
relacion con el control sin irradiar. El
procedimiento més comun para determinar la
dosis de radiacion 6ptima esta basado en la
respuesta de sensibilidad de los tejidos o
células al agente mutagénico utilizado. La dosis
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que logré unareduccién cercana al 50% de los
embriones formados con respecto al control
sin irradiar fue la de 40 Gy con el 51.6% de
embriones sométicos formados. Por ello, para
esta fase del proceso de embriogénesis
somatica se seleccion6 como la GR,, (Figura
1). Con la dosis inferior de 30 Gy, no se
observaron diferencias significativas con el
control sin irradiar. Roux et al. (2004) refirieron
gue bajas dosis de radiacién puede llegar a
estimular el crecimiento de los tejidos
vegetales.

Resultados similares obtuvieron Roux et al.
(2004) al irradiar suspensiones celulares de
banano cv. ‘Williams’ (AAA) y ‘Three Hand
Planty’ (AAB) donde encontraron la DL, y
GR,, con dosis de 50 y 75 Gy
respectivamente. Contrario a estos
resultados, Kulkarni et al. (2004) en banano
cv. ‘Grande naine’ al emplear suspensiones
celulares embriogénicas estas fueron mas
radiosensibles y la dosis de 40 Gy fue letal.
Sin embargo, estos resultados pudieran
atribuirse a que los mencionados autores
luego de irradiar las suspensiones celulares
embriogénicas las mantuvieron por 40 dias
en el medio de cultivo de multiplicacién de la
suspension celular en estado liquido, lo cual
puede provocar un aumento de la fenolizacion
de las células torndndose parpura oscuro con
un aumento del grado de oscurecimiento con
la dosis de radiacién y no solo a las
afectaciones provocadas directamente por
las radiaciones.

Contral
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Figura 1. Efecto de las diferentes dosis de radiacion en la formacion de los embriones somaticos
a los 21 dias de cultivo en el cv. de banano ‘Grande naine’ (Musa AAA). Barras con letras
diferentes indican diferencias significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskall Wallis/

Mann Whitney.
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Al respecto, Roux et al. (2004) plantearon que
las suspensiones celulares embriogénicas de
Musa pueden tolerar dosis més altas de
radiacion que las yemas axilares. Otros autores
como Smith et al. (2006) al emplear yemas
adventicias de banano cv. ‘Dwarf Parfitt’ (Musa
AAA) encontraron la dosis de radiacién de 20
Gy 6ptima para la seleccibn de mutantes
resistentes a Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 4. De acuerdo con Suprasanna
et al. (2012) las células en activa division celular
son mas sensibles al tratamiento mutagénico
gue aquellas que no lo estidn. Estas
discrepancias pueden ser atribuidas a varios
factores relacionados con el genotipo, estado
fisioldgico del explante inicial, contenido de agua
de la suspensién celular, entre otros, segun
Kulkarni et al. (2007).

Otros autores como, Joseph et al. (2004) al
emplear la embriogénesis somética lograron
inducir variabilidad en el cultivo de la yuca
(Manihot esculenta Crantz). Dichos
investigadores refirieron que con una dosis de
50 Gy de rayos Gamma lograron un 50% de
lineas mutantes que variaron en su morfologia
respecto al cultivar donante.

En varios cultivares de bananos y platanos se
definen diferentes rangos de dosis de radiacion.
Segun, Jain (2010) de 10-20 Gy de irradiacion
Gamma para cultivares diploides: ‘Calcuta 4’
(AA) y ‘Tani’ (BB), de 30-40 Gy para triploides:
‘Three Hand Planty’ (AAB), ‘Grande naine’ (AAA),
‘Williams’ (AAA) y ‘Kamaramasenge’ (AAB) y
de 40-50 Gy para otros triploides como
‘Cachaco’ (ABB). Al respecto, Novak et al.

100

80

B0

40

somaticos (%)

20

Germinacion de los embriones

107

(1990) y Reyes-Borja et al. (2010) plantearon
gue los cultivares en Musa muestran diferentes
niveles de radiosensibilidad, asi como de su
recuperacion posterior a la irradiacion. Esas
diferencias dependen del nivel de ploidia y de
la constitucion del genoma acuminata o
balbisiana.

El andlisis de regresién lineal indic6 que a
medida que aumentaron las dosis de radiacion
disminuyo el porcentaje de germinacién de los
embriones somaticos. La GR,_, se mantuvo con
la dosis de 40 Gy donde se alcanzé el 47% de
los embriones somaticos germinados (Figuras
2y3).

La baja capacidad de regeneracién de las
suspensiones celulares embriogénicas con
dosis superiores a los 40 Gy, puede ser
atribuida al efecto toxico de la radiacion en las
células y tejidos lo que provoca una reduccién
de la competencia de esas células y sus
progenies. En su paso a través de las células
de los organismos vivos, los rayos Gamma
ionizan al azar las moléculas, provocando la
ruptura de enlaces quimicos y la liberacién de
productos radioliticos. Al ser el agua la molécula
mas abundante en las células, el principal
producto de la radiacién son especies reactivas
de oxigeno que se difunden dentro del ambiente
acuoso de los diferentes compartimentos
celulares como por ejemplo: citoplasma,
plastidios, nlcleo y en el citosol. Estas especies
reactivas de oxigeno reaccionan con
macromoléculas en otros compartimentos
celularesy esta accién indirecta de la radiacién
eslaresponsable del 99.9% de los dafios a las

] 10 20 30
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Figura 2. Efecto de las dosis de radiacion Gamma en la germinacion de embriones
sométicos a los 90 dias después de la irradiacion en el cv. de banano ‘Grande

naine’ (Musa AAA).
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Figura 3. Embriones somaticos de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) a los 90 dias de irradia-
dos. (A) Control, (B) 30 Gy, (C) 40 Gy, (D) 50 Gy, (E) 60 Gy, (F) 70 Gy, (G) 80 Gy.

proteinas, lo cual se traduce en decrecimiento
de sus funciones y cambios en su estructura.
Lairradiacion en los tejidos induce estrés en la
supervivencia de las plantas, lo cual afecta
significativamente los procesos fisiol6gicos y
bioquimicos, que se traduce en perturbaciones
de la sintesis de proteinas, actividad
enzimética, balance hormonal, intercambio
gaseoso y acuoso de los tejidos entre otros
(Lagoda, 2012).

En la casa de cultivo se pudo observar que a
medida que aumentaban las dosis de radiacion
se produjo una disminucion en la supervivencia
de las plantas (Figura 4). Con la dosis de 40
Gy solo el 55.5% de las plantas lograron
sobrevivir y a partir de 50 Gy menos del 20%.
Atendiendo a estos resultados 40Gy se
consideré la DL,

El bajo porcentaje de supervivencia a nivel de
casa de cultivo después del tratamiento
mutagénico es un aspecto a tener en cuenta
para evitar la pérdida de los mutantes
obtenidos. Al respecto, Suprasannaetal. (2012)
plantearon que es necesario, durante esta fase
tener especial cuidado, asi como con el tiempo
de cultivo in vitro que puede estar asociado con
efectos epigenéticos tales como la metilacion,
pudiendo estos enmascarar los resultados de
la investigacion.

En los programas de mejoramiento genético
no convencionales en bananos y platanos se

necesitan como explantes iniciales aquellos
que logren una alta capacidad regenerativa,
tal es el caso del empleo de suspensiones
celulares embriogénicas. Segun, Okole
(2010) se han empleado yemas adventicias,
callos, protoplastos y células en suspensién.
Ademas, se ha comprobado que el proceso
de induccién de mutaciones en estos tejidos
seguido de un proceso de seleccion in vitro
usando las toxinas del patégeno resulta una
tecnologia muy eficiente en la seleccion de
genotipos mejorados en Musa a patégenos
fangicos.

En general, la frecuencia de variaciones
fenotipicas se increment6 con la dosis de
radiacion aplicada hasta los 70 Gy (Tabla 1).

Entre los cambios fenotipicos que se
observaron predominé la presencia de hojas
deformadas y coridceas asi como el cambio
de color en el pseudotallo a un rojo mas intenso.

De acuerdo con Novak et al. (1990) en bananos
y platanos se informa la presencia de
considerables variaciones fenotipicas entre las
plantas regeneradas a partir de yemas
irradiadas en estados tempranos de
desarrollo de la planta a nivel de casa de
cultivo. Entre las variaciones que
predominaron aparecieron afectaciones en la
emergencia y expansién de la hoja mas
joven, varias plantas formaron hojas en forma
de roseta compacta parecido a lo observado
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Figura 4. Supervivencia en casa de cultivo de plantas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa
AAA) obtenidas a partir de suspensiones celulares embriogénicas irradiadas con rayos
Gamma fuente 8°Co. Barras con letras diferentes indican diferencias significativas para
p0.05 segun la prueba de Kruskall Wallis/Mann Whitney.

Tabla 1. Variaciones fenotipicas en plantas de banano cv. de ‘Grande naine’
(MusaAAA) a los 60 dias de cultivo ex vitro.
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Dosis de Numero de plantas Ndmero de Frecuencia
radiacion a los 60 dias variantes (%)
(Gy) de cultivo fenotipicas
30 187 4 2.14
40 30 2 6.67
50 11 2 18.18
60 2 1 50.00
70 1 1 100.00

en este trabajo. Estos autores informaron
también morfologia aberrante de la [dmina de
la hoja més joven debido al dafio del
meristemo apical. De igual forma, Reyes-
Borja et al. (2010) mencionaron como
caracteristica més relevante la presencia de
hojas dobles y enrrolladas, mientras que la mas
frecuente fueron hojas con manchas amarillas
enlos cultivares ‘FHIA-01' (AAAB) y ‘Orito’ (AA).

Los resultados a nivel de casa de cultivo
evidenciaron que a medida que aumentaron las
dosis de radiacion hasta 50 Gy se increment6
la frecuencia de variaciones. Con dosis de
radiacion superiores se afectd la supervivencia
de las plantas.

CONCLUSIONES

Las radiaciones Gamma fuente %°Co aplicadas
en suspensiones celulares embriogénicas de

banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
afectan la formacién, germinacion y
conversion en planta de embriones
somaticos. Los indicadores porcentaje de
formacion y germinacién de los embriones
somaticos permiten determinar la GR,; y
la supervivencia en casa de cultivo la DL,
Con el empleo de de 40 Gy se regeneraron
plantas con variaciones fenotipicas. Los
resultados a nivel de casa de cultivo
corroboraron un aumento progresivo de la
frecuencia de variaciones en las plantas
regeneradas con el incremento de la dosis
de radiacion.
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