SISTEMAS ‘in vitro’, UN COMPLEMENTO EN EL
MEJORAMIENTO DE LAS MUSACEAS

por

Margarita Perea-Dallos*

Resumen

Perea-Dallos, M.: Sistemas ‘in vitro’ un complemento en el Mejoramiento de las Musaceas.
Rev. Acad. Colomb. Cienc. 19 (70): 323-332, 1992. ISSN 0370-3908.

La mayoria de los clones comestibles de plitanos y bananos son triploides, ordina-
riamente partenocirpicos y efectivamente de semillas estériles, lo cual hace que los pro-
gramas de mejoramiento convencionales no sean aplicables de manera ripida y eficaz. Una
alternativa viable para mejorar estos cultivares consiste en la utilizacion de sistemas ‘in
vitro’ como complemento para la propagacién clonal y el mejoramiento genético a través
del empleo de mutaciones, el cultivo de células y protoplastos y su posterior regeneracién
en plantas, seguida de evaluacion y seleccién en campo.

Abstract

Most of the edible bananas and plantains are triploids, parthenocarpic with steril
seeds. The genetic system of Musa is extremely complicated. Sterility caused by different
factors are common in most of the clones. The complexity of these crops, needs a more
sophisticated system to support conventional Breeding Programmes. The potential of
mass propagation, mutations, cells, protoplasts for plant regeneration and plant selection

it is very high.

Introduccion

El desarrollo de la agricultura a través de los
afios, responde al hallazgo del mejoramiento de la
calidad y aumento de la produccion de los cultivos
de interés para el bienestar de la humanidad. La
evolucion de las plantas ha permitido el mejora-
miento de variedades mas productivas en cultivos
de importancia para la producciéon de alimentos.

Después de la Segunda Guerra Mundial, obser-
vamos con especial interés los avances en el desa-
rrollo de las Ciencias Basicas que aplicados al sector
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agricola han generado un gran impacto en el esta-
blecimiento de tecnologias apropiadas hacia una
Agricultura Moderna.

Los esfuerzos obtenidos durante la época de
la llamada ‘Revolucidén Verde’, proyectaron a la
agricultura hacia la orientacién de modernas meto-
dologias para lograr una mayor y mejor produccion
agricola mediante la obtencién de nuevas varie-
dades.

Resulta interesante hablar en la actualidad de
una ‘Nueva Revolucién Verde’ que proyecta en el
futuro crear y cultivar ‘nuevas plantas’. La obten-
cion de estos clones exluye' los sistemas de hibri-
dacién y de polinizacion cruzada. En efecto, las
nuevas metodologias estan orientadas al cultivo de
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células, protoplastos y tejidos, ademas de las técni-
cas de recombinacion genética para conseguir una
gran diversidad biologica a partir de los mecanis-
mos moleculares y celulares. (Sasson, 1984).

Es importante resaltar que los beneficios po-
tenciales de la Biotecnologia permiten solucionar
problemas que afectan los cultivos (calidad, pato-
genos, estrés) importantes como renglén de expor-
tacion, como es el caso de los platanos y bananos.

Colombia, al igual que otros paises de Ameéri-
ca Latina, ha logrado incrementar la produccion de
la fruta para satisfacer la demanda del consumo na-
cional y ubicarse como tercer pais exportador a
nivel mundial.

Platanos y bananos

Los platanos y bananos pertencen al género
Musa propio de las regiones tropicales y subtropica-
les, y con mayor representacion de importancia
dentro -de la familia de las Musaceae, comprendida
en el gran grupo de las Monocotiledoneas. El géne-
ro Musa, se ha destacado por su importancia en la
alimentacion humana y constituye uno de los pro-
ductos de exportacion mas importantes para la eco-
mia nacional.

Las especies mas importante de este género
son Musa acuminata Colla y Musa balbisiana
Colla, por cuanto han contribuido por diversos pro-
cesos genéticos a la aparicion de los platanos y
bananos comestibles, estudios esclarecidos por S.
Kurz en 1865. El origen de tales cultivares se re-
monta a las especies silvestres diploides. Simmonds
y Shepherd (1955) puntualizaron estas posiciones
por medio de estudios taxonomicos de manera que
la ploidia y composicién genémica de la gran varie-
dad de clones son designados para Musa acuminata
como ‘genoma A’y para Musa balbisiana como ‘ge-
noma B’, dando origen a clones diploides, triploi-
des y tetraploides.

Los bananos utilizados como fruta (Dessert
bananas) presentan dominancia acuminata (AAA)
y tienen muy bajo contenido de almidén y mayor
contenido de azlcares. Los platanos de coccion
(Cooking bananas) de dominancia balbisiana (ABB)
tienen alto contenido de almidones y bajo conte-
nido de aziicares (Champion, 1963).

Las especies comestibles del género Musa son
partenocirpicas y efectivamente de semillas estéri-
les, por lo tanto su propagacion es asexual. La baja
variacidon genética debida a la condicién parteno-
carpica dificulta el mejoramiento por las vias con-
vencionales. En este sentido, la utilizacion de los sis-
temas in vitro permite la bisqueda de material re-
sistente a las enfermedades que atacan al platano y
al banano, puesto que la mayoria de los clones co-
mestibles son susceptibles a patogenos, tales como
hongos, bacterias, virus y nematodos, los cuales
causan serias pérdidas en la produccién (Rowe,
1964).

Estos cultivares presentan un amplio rango de
enfermedades, entre ellas la Sigatoka Negra causada
por el hongo Mycosphaerella fijiensis var. difformis
(Stover, 1977), detectada en la zona de Uraba a
finales de 1991; la Sigatoka Amarilla, causada por el
hongo Mycosphaerella musicola, ¢l Mal de Panama
debido al hongo Fusarium oxysporum L. ssp. cu-
bense que devasto en 1926 los cultivos de Gros
Michel en América Central,y el Moko, enfermedad
bacterial causada por Pseudomonas solanacearum.

Algunos patogenos sistémicos afectan al géne-
ro Musa; por consiguiente se hace necesario un es-
tricto control sanitario para evitar la diseminacion
del material infectado por virus. En Colombia se ha
detectado el Virus del Mosaico del Cocombro
(CMV). El Viroide del Bunchy Top (BBTV), no
presente en América, se considera de repercusiones
catastroficas si llegase a introducirse, tal como ha
sucedido en algunos paises de Asia y Africa. El
Virus del Mosaico del Abaca esta igualmente res-
tringido para los continentes asidtico y africano.
(Drew, et al, 1989).

La mayor parte de los esfuerzos en las investi-
gaciones para el mejoramiento en platanos y bana-
nos se han dirigido a mejorar la calidad de la fruta,
a la blisqueda de plantas de bajo porte con el pro-
posito de combatir el volcamiento y a la obtencion
de clones resistentes a enfermedades fungosas
(Rowe, 1984).

Sistemas ‘in vitro’ en Musaceas

La regeneracion de los vegetales a través de los
sistemas ‘in vitro’ puede ocurrir como una conti-
nuacion del crecimiento y desarrollo de estructuras
organizadas separadas de la planta (explante), tal
como ocurre en el caso de los meristemos apicales
y laterales, o puede ser el resultado de un proceso
de formacion de ‘novo’ a partir de células o grupos
de células (callos) donde no existia organizacion al-
guna. Estas células pueden derivarse de Organos
vegetativos somaticos o de estructuras sexuales y
genéticas de la planta (Krikorian, 1982).

La seleccion del explante y las manipulaciones
orientadas al desarrolo celular o tisular en condi-
ciones ‘in vitro’ (asepsia, medios de cultivo, foto-
periodo, temperatura, etc.) permite la formacion
de estructuras o regeneracion de plantas.

Las metodologias ‘in vitro’ en platanos y ba-
nanos han sido estudiados extensamente en los alti-
mos afios (Krikorian y Cronauer, 1984).

Cultivo de Meristemos

El primer caso de regeneraciéon de plantas a
partir de brotes meristematicos de banano se refie-
re a los trabajos de Ma y Shii (1972, 1974). Poste-
riormente Berg y Bustamante (1974) demostraron
que podian obtenerse plantas libres del CMV me-
diante el cultivo de meristemos y tratamientos por
termoterapia.
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Figura 1. Diferentes ctapas en el proceso de regeneracion de plantas ‘in vitro® (plitanos y bananos). A. Muss sp. lpcalizacian del meristemao.,
B. Aislamiento del merdstemo en condiciones asépticas. C. Desarrallo ¥ regeneracion de plantulas en condiciones ‘in vitro®. I), Evaluacion en
campo del material obtenido *in vitro'.
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Actualmente se dispone de varias metodolo-
gias establecidas para el cultivo y la micropropaga-
cion de brotes meristematicos de distintos genoti-
pos de Musa (De Guzman et al, 1976; Vessey y
Rivera, 1981; Sore Swamy et al, 1983; Cronauer
y Krikorian, 1984 a, b; Damasco y Barba, 1984;
Hwang et al, 1984; Banerjee y De Langhe, 1985;
Vuylsteke y De Langhe, 1985; Jarret et al, 1985;
Novak et al, 1986; Wong, 1986; Gupta, 1986).

En condiciones in vitro, el meristemo floral
puede transformarse en un sistema multiplicador
de brotes vegetativos adecuado para la micropro-
pagacion (Cronauer y Krikorian, 1985 a, b; Bakry
et al, 1985).

El cultivo de meristemos ofrece la posibilidad
de eliminar patogenos vasculares y sistémicos como
los virus, viroides y micoplasmas de especies propa-
gadas vegetativamente. Sin embargo, los recientes
estudios de Drew y Smith (1991) en Australia utili-
zando el cultivo de meristemos de plantas de bana-
no (Grand nain) infectadas con el virus del Bunchy
Top, demostraron que las plantulas regeneradas
presentaban los sintomas virales a pesar de haberlas
tratado previamente por termoterapia.

Propagacion clonal

La propagacion clonal implica la reproduccién
de plantulas en condiciones asépticas y cuyas carac-
teristicas fenotipicas y genotipicas son idénticas a
las de la planta original. (Krikorian, 1982).

Los explantes mas aconsejables para la pro-
duccion de plantas uniformes son los meristemos y
las yemas axilares y caulinares.

El desarrollo de los sistemas de propagacion
vegetativa ha tomado enorme importancia en algu-
nos cultivos de interés en la economia colombiana,
como es el caso de las flores, algunos frutales, tube-
rosas y especificamente los platanos y bananos.

Los primeros trabajos sobre la propagacion
masiva de platanos y bananos en Colombia, se ini-
ciaron en 1982 en la Universidad Nacional — Santa-
fé de Bogota, con la Asesoria Cientifica del Profe-
sor Abraham Krikorian de la Universidad de Nueva
York-Stony Brook, quien continua con su perma-
nente colaboracion.

Recientemente, la industria bananera ha teni-
do un aumento significativo en la produccion de la
fruta, para lo cual se han establecido alrededor de
25.000 a 30.000 hectareas de banano con material
producido por cultivo de meristemos, traidos en su
mayoria de Israel. Actualmente, los laboratorios
privados del pais ofrecen al sector bananero plantu-
las de banano Grand nain de excelente calidad.

Potencial en el mejoramiento de platanos y
bananos

La variabilidad genética constituye una alter-
nativa muy importante en el mejoramiento tradi-

cional. Recientemente con la implementacion y los
avances del cultivo de células, se pueden lograr nue-
vas variantes naturales a partir de tejidos somaticos,
lo cual permite el hallazgo de mutaciones esponta-
neas en corto tiempo.

Merced a los adelantos obtenidos en los aiti-
mos afios, las investigaciones en platanos y bananos
se orientan hacia el mejoramiento genético y es asi
como los grupos de investigadores a nivel mundial,
realizan esfuerzos orientados hacia la induccion de
mutaciones, embriogénesis somdtica, cultivo de
anteras para la regeneracion de plantas haploides,
cultivos de células y protoplastos e Ingenieria Ge-
nética.

Mutagenesis ‘in vitro’

Las mutaciones inducidas han constituido en
los ltimos afios una valiosa contribucion para los
fitomejoradores. El potencial de ampliar la variabi-
lidad genética de las poblaciones vegetales aumenta
la posibilidad de realizar seleccién con mayor efi-
ciencia en busca de solucionar algunos problemas
en cultivares de interés agroeconomico, (Perea y
Navarro, 1988).

La incidencia de variacidbn producida es ain
impredecible y depende del genotipo, de los agen-
tes mutagénicos y de los reguladores de crecimien-
to que se utilicen en los cultivos asépticos.

La induccion ‘de mutaciones para el mejora-
miento de platanos y bananos ha sido propuesta
por Champion, 1963; De Langhe, 1969; Broertjes
y Van Harten, 1978; Rowe, 1981, 1984; Stover
y Buddenhagen, 1986.

Broertjes y Van Harten, (1978), reiteran que
los tratamientos mutagénicos ofrecen la oportuni-
dad de obtener cambios genéticos discretos sin que
se produzca una grave destruccién del genotipo ori-
ginal.

El cultivo de brotes meristematicos ha sido
propuesto como sistema adecuado para la induc-
cion de mutaciones en platanos y bananos (Donini
y Micke, 1984; Novak et al, 1985, 1987). De Guz-
man y colaboradores,‘(197 5, 1980, 1982) lograron
el desarrollo de brotes de banano utilizando radia-
ciones Gamma con dosis de 25 Gy. Epp, (1987)
publico los resultados de las irradiaciones Gamma
utilizando meristemos derivados del cultivar “Uma-
lag’ que es de tipo Cavendish Grand nain, cultivado
extensamente en Filipinas. Yang y Lee, (1981)
lograron igualmente inducir mutantes de banano
‘Pei-Chiao’ y ‘Hsien-Jen-Chia’ sumergiendo las plan-
tulas obtenidas ‘“In vitro’” en una solucién del 0.1
al 1.0% de Etil-metano-sulfonato (EMS), sin men-
cionar el grado de quimerismo ocurrido en plantas
totalmente irradiadas.

Variacion somacional somaclonal

Las modificaciones de las plantas generadas a
partir de células y tejidos obtenidas ‘in vitro’, cons-
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Figura 2. Embriogénesis somitica. A. Estructuras globulares que originan la embriogénesis somatica. B. Regeneracion de plantas,
C. Transferencia a campo.
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tituye un fenomeno de interés en el mejoramiento
genético conocido como ‘Variacion Somaclonal’.

Los estudios realizados por Larkin y Scowcroft
(1981) demostraron que la presencia de cambios
epigenéticos (Variacion temporal) o variaciones ge-
néticas (cambios heredables) se presentan de mane-
ra espontanea,

La mayoria de las investigaciones sobre Varia-
cion Somaclonal, han hecho evidente que las causas
que generan estos cambios pueden estar influidas
por el genotipo de la planta, cambios fisiologicos
‘in vitro’, presencia de citoquininas y/o auxinas en
el medio de cultivo utilizado y frecuencia de sub-
cultivos.

Resulta interesante mencionar el caso de la
cafia de azlcar como ejemplo representativo de va-
riacion somaclonal, Krishnamurthi (1981) al eva-
luar en condiciones de campo, las plantas derivadas
de callo, observd que presentaban resistencia a la
enfermedad de Fiji. Recientemente se han reporta-
do algunos casos de variacion fenotipica a través de
la propagacion clonal en Musa spp., lo cual consti-
tuye una alternativa en el mejoramiento genético
de platanos y bananos.

Vuylsteke (1989), utiliza para Musa los térmi-
nos ‘Variacion fenotipica’ y ‘Variacion somaclonal’
para describir la variabilidad inducida ‘in vitro’,
considerando un posible origen genético. El enanis-
mo es la mayor caracteristica en los bananos (Musa
AAA) cv. Grand Nain; en menor proporcion se pre-
sentan las hojas angostas y distorsionadas, los raci-
mos con dedos anormales y el pseudotallo rojo.
(Hwang, 1986; Reuveni et al, 1985; Stover, 1987;
Pool e Irizarry, 1987). Stover, (1987) encontro va-
riacién en los platanos (Musa ABB o BBB); sin em-
bargo, Ramcharan et al, (1985) y Vuylsteke et al
(1988), encontraron en los platanos tipo Harton
(Musa AAB), que la variacion se presenta en la in-
florescencia en forma de reversion al tipo ‘French
plantain’,

Embriogénesis somatica

Los embriones somaticos son estructuras bi-
polares, muy similares a los embriones zigbticos,
capaces de desarrollar plantas normales. A través de
los afios, ha sido posible la obtencion de embriones
somaticos hasta el desarrollo de plantas completas
de un gran namero de especies, con el proposito de
ser aplicados como métodos de propagaciéon vege-
tativa.

En Musaceas, se ha logrado la formacion de
embriones somaticos en algunos clones diploides y
triploides. Si la regeneracion de plantas obtenidas
mediante la embriogénesis somatica tiene su origen
a partir de una célula, se resuelve el principal pro-
blema de la mutagénesis al producir plantas solidas
(Novak, 1987, 1988 b). De Langhe considera, que
la embriogénesis somatica podria ser en un futuro

la clave para el mejoramiento genético en platanos
y bananos (1986).

Cronauer y Krikorian, (1988) lograron la em-
briogénesis somatica en Musa ornata. De igual ma-
nera Novak y colaboradores, (1989) obtuvieron el
desarrollo sincrénico de embriones somaticos a par-
tir de segmentos de hoja y rizoma en clones diploi-
des y triploides y la regeneracion de plantas. De
otra parte, Escalant y Teisson (1988, 1989) logra-
ron la obtenciéon de la embriogénesis somatica a
partir de embriones zigbticos inmaduros en diploi-
des. Recientemente, Harran y Rossignol (1991),
lograron la formaciéon de embriones somaticos y la
regeneracion de plantas a partir de inflorescencias
en Grand nain (AAA).

La produccion masiva de embriones somaticos
y su capacidad para germinar y desarrollar plantas,
genera un verdadero potencial de alta significancia
para cruces naturales y abre nuevas expectativas
para manipulaciones genéticas.

Cultivo de anteras

El potencial para la obtencion de plantas ha-
ploides mediante el cultivo de anteras, radica en la
conformacion genética de las células de polen para
ser utilizado como material homocigotico. Estas
metodologias constituyen para los genetistas y fito-
mejoradores, una de las aplicaciones mas importan-
tes en el desarrollo de nuevas variedades.

El desarrollo celular y el éxito en los cultivos
de anteras depende primordialmente del estado
fisiolégico de la planta madre y de las condiciones
ambientales de fotoperiodo, intensidad luminica,
temperatura y nutricion. El estado de desarrollo
del polen en el momento de la transferencia es cri-
tico para la induccion de la androgénesis.

El trabajo de Bakry, (1991) en bananos, ha
demostrado la multiplicacion celular y regenera-

- cion de plantas, sin hacer evidente su ploidia.

Actualmente nuestro laboratorio realiza estu-
dios basicos relacionados con inflorescencias (Musa
AA y BB), anteras, granos de polen y desarrollo
celular. Para el desarrollo de esta metodologia se
requiere el estudio del genotipo, entender la com-
plejidad de la inflorescencia, establecer el estado
apropiado del grano de polén y la obtencion del
medio de cultivo. Los logros de estas investigacio-
nes permitiran avances considerables en el mejora-
miento de las Musaceas.

Protoplastos

Los protoplastos ofrecen el mayor potencial
para la regeneracion de plantas de genotipos espe-
cificos. Cocking (1960), logrd eliminar la pared
celular en los vegetales y obtener protoplastos me-
diante la accion enzimatica; luego se logrd la fusion
de protoplastos de maiz y avena (Power y Cocking,
1971); estas metodologias se estan desarrollando y
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evaluando en gran nimero de especies y desde en-
tonces se han obtenido resultados significativos en
unas pocas. De hecho, la fusion de protoplastos de
plantas de diferentes especies, permite la produc-
cién de los hibridos somaticos cuya constitucion
genética difiere de los hibridos que los originaron.

Actualmente los protoplastos son utilizados
para transformacion genética incorporando en ellos
determinada estructura o gen foraneo y lograr su
expresidon como una caracteristica nueva y estable,

El aislamiento de protoplastos en algunos clo-
nes de Musa spp. ha sido exitoso (Krikorian 1988,
Novak et al. 1990, Rossignol 1991). Estos esfuer-
zos ponen de presente la aplicacion de estas meto-
dologias en el mejoramiento de platanos y bananos.

Ingenieria genética

La utilizacion de la Ingenieria genética o tec-
nologia de ADN recombinante, al igual que la Bio-
logia Molecular, se han incrementado para la modi-
ficacion de caracteres especificos. Estos sistemas
presentan un gran potencial en el mejoramiento
genético en plantas de interés agrondémico. La in-
troduccion de genes o moléculas o células y/o pro-
toplastos y la posterior regeneracion de la planta,
permiten modificar el genoma y generar resistencia
en los vegetales ya sea a patdgenos, a insectos, o a
condiciones ambientales adversas.

El sistema mas estudiado ha sido la utilizacién
del Agrobacterium tumefasciens, la bacteria que
produce tumores en los vegetales. Estos tumores
contienen una masa de células que proliferan con
rapidez, puesto que no obedecen a los mecanismos
normales de control de crecimiento del tumor, y en
este sentido su comportamiento es analogo a los tu-
mores animales, (Perea, 1989). El Agrobacterium
tumefasciens, presenta en el interior de la célula un
pequefiisimo fragmento circular de ADN, denomi-
nado Plasmido Inductor de Tumor (Plasmido Ti).

El otro sistema utilizado es la transferencia
directa, la cual se basa en la insercién directa de
genes foraneos, empleando la microinyeccion o
bombardeo de particulas de oro con moléculas de
ADN exoégenas hacia las células, (Klein, 1990). La
aplicacion de estos sistemas ha hecho posible la
transformacion de los protoplastos y la regenera-
cion de plantas en algunas especies cultivables.
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