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C-1 Aplicaciones de la biotecnologia vegetal en frutos tropicales:
manejo postcosechay usos como vehiculos de inmunizacién en
seres humanos.

Miguel A. Gbmez Lim

Departamento de Ingenieria Genética, CINVESTAV, Irapuato, Apartado Postal 629.
Irapuato, GTO. México, E-mail: mgomez@irapuato.ira.cinvestav.mx

La maduracion de frutos es un complejo proceso de desarrollo, esencial en el ciclo de
vida de las plantas. Normalmente hay un incremento dramatico en la biosintesis de
etileno, el principal acelerador de la maduracion, y en la tasa respiratoria. Estos eventos
son solo dos manifestaciones externas de una serie de reacciones internas que reflejan
una marcada actividad metabdlica. Este proceso se ha estudiado fundamentalmente
desde un punto de vista descriptivo y bioquimico. Su importancia radica en el hecho de
que la sobremaduracion (ablandamiento acelerado) de frutas y hortalizas constituye
una de las principales causas de pérdidas econémicas en la actualidad en el mundo
entero.

Gracias a los estudios efectuados en los ultimos afios en esta area, se han logrado dise-
Aar estrategias para controlar la sobremaduracion, por ejemplo con el uso de camaras
con atmésferas controladas. Sin embargo, en la actualidad el uso de la biologia molecular
en el area de lafisiologia postcosecha ha contribuido al control de este fendmeno de
una manera sin precedentes.

Las estrategias basadas en el uso de la biotecnologia, emplean la informacion genética
de las enzimas que producen etileno, el agente responsable de la sobremaduracion. Por
medio de la transformacion genética se producen plantas con frutos que no producen
etileno o producen muy poco. La aplicacion de etileno exigeno restaura el patrén nor-
mal de maduracion. Esta estrategia es aplicable en potencia a cualquier fruto. Actual-
mente en el CINVESTAV-Irapuato llevamos a cabo un programa encaminado a reducir
las pérdidas postcosecha de mango, platano y papaya por medio de la manipulacién
genética de la produccién de etileno. Los frutos resultantes presentaran maduracion
controlada.

Por otra parte, muchos grupos de investigacion han estado experimentado con plantas
transformadas para usarlas como “biorreactores”. Se ha demostrado que las plantas
pueden utilizarse para producir proteinas de alto valor tales como peptidos para uso
terapéutico, anticuerpos, seroalbimina humana o vacunas orales. Los datos obtenidos
indican que el consumo por via oral de material transgénico conteniendo antigenos
induce una respuesta inmune.  Qué ventajas tendria el utilizar a frutos como vehiculos
para aplicar vacunas humanas? La principal ventaja es de tipo econémico. Se estima
que el costo de produccion de vacunas de este tipo seria extremadamente bajo, sobre
todo en comparacion con los costos actuales. Otra ventaja seria una distribucion mu-
cho mas facil y amplia, al no requerir refrigeracion. Esto redundaria en menos inactivacion
de las vacunas. Para este proyecto se escogio6 al platano porque es el fruto tropical mas
popular del mundo y en muchos paises es un alimento basico. Por ello no seria dificil
lograr su aceptacion. Por otra parte el platano es un cultivo que puede transformarse y
regenerarse. En la ponencia se discutiran los ultimos resultados y las perspectivas y el
potencial de estas lineas de investigacion.



5to Coloquio Internacional

C-02 Recent Progress in Banana Biotechnology Research
L. Sagi

Laboratory of Tropical Crop Improvement. Catholic University of Leuven, Belgium. Kar-
dinaal Mercierlaan 92

B-3001 Heverlee, Belgium.

Email: laszlo.sagi@agr.kuleuven.ac.be http:// www.agr.kuleuven.ac.be/dtp/tro/home.htm

Conventional breeding of banana is hampered by relatively long generation times, sterility
and triploidy of most cultivated varieties, which impede successful breeding for resistance
against the major diseases and pests caused by fungi (Mycosphaerella spp., Fusarium
oxysporum f.sp. cubense), viruses (bunchy top, bract mosaic and streak viruses) and
nematodes (Radopholus similis, Pratylenchus spp., etc.).

Recent developments in biotechnology offer new opportunities in controlling diseases
and pests in banana. Regenerable embryogenic cell suspensions have been established
from various somatic tissues. Protoplasts have been isolated from cell suspensions and
plants have been regenerated at a high frequency. Cryopreservation techniques have
been elaborated for long-term storage of cell suspensions and in vitro meristems. Gene-
tic transformation of embryogenic cell suspensions and meristematic tissues has lead to
the production of the first transgenic banana plants.

At present, three systems appear to be feasible for the production of transgenic banana
plants: (i) introduction of DNA into regenerable, cell suspension-derived protoplasts by
electroporation, (ii) particle bombardment transformation of embryogenic cell suspension
cultures, and (iii) Agrobacterium-mediated transformation of embryogenic cells. Using
these technologies, more than 1,000 independent transgenic lines have been recently
produced from plantain and Cavendish dessert banana cultivars. Large-scale molecular
and biochemical characterization confirmed that a vast majority of them contained and
expressed the foreign genes. For instance, PCR-screening of in total more than 800
putative transgenic plants revealed that more than 90% of them contained the selectable
marker gene. No significant differences were found in this respect between the two
cultivars and the different genes used as a selectable marker. Similar results were obtained
by Southern blot hybridization which confirmed that the majority of the plants analysed
had the selectable marker gene incorporated in their genome. Several hundreds of
transgenic lines have been micropropagated for testing the stability and effect of the
transgenes in different field environments.

Furthermore, a new group of broad-spectrum antifungal proteins has been found to
control pathogenic fungi of banana in vitro. Close to 200 individual transgenic plants
transformed with gene combinations encoding different antifungal protein genes have
been grown in the greenhouse. A simple and reproducible leaf disc bioassay has been
developed for the evaluation of resistance to fungal pathogens. A differential disease
response has been observed among transgenic plants, which ranges from susceptibility
to a high degree of resistance compared to control plants. Computer image capturing
and software based area calculation allowed for the precise measurement of the infected
leaf area and for the classification of the level of resistance of each transformant.

In view of the progress mentioned above, it can be expected that genetic improvement
by transformation will, in the near future, contribute to the production of disease and/or
pest resistant bananas with improved quality both for local consumption and commercial
production.
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C-03 Bases fisiologicas del envejecimiento y revigorizacion vegetal.
R. Rodriguez; M.l Centeno; M.J.Cafal; B. Fernandezy M F Fraga.

Instituto de Biotecnologia de Asturias (Asociado al CSIC), E-33071 Oviedo, Espafia. Fax
N° 34-7-5104867, E-mail: rrodri@sci.cpd.uniovi.es

Lab. Fisiologia Vegetal, Dpto. B.O.S., Facultad de Biologia Universidad de Oviedo, Es-
pana.

Cambio de fase (Brink, 1962), envejecimiento ontogénico (Fortanier y Jonkers, 1976),
envejecimiento de meristemos (Olesen, 1978) y maduracion (Pierik, 1990) son térmi-
nos que se refieren a la transicion fase juvenil-fase adulta. Leopold (1975) utilizo el
término maduracion para referirse a la transicion a fase madura, y envejecimiento para
indicar el conjunto de procesos degenerativos controlados, al menos en parte, por fac-
tores exdgenos. Asociados a la maduracion existen cambios en las caracteristicas
morfoldgicas y de desarrollo, estos cambios son graduales y se presentan de forma varia-
ble segun las especies; de tal forma que los materiales adultos sufren alteraciones edad-
dependientes que conllevan una pérdida generalizada de vigor y descenso de sus posi-
bilidades de manipulacién. El conjunto de estos procesos que dificultan la manipula-
cién de material adulto se denomina envejecimiento fisioldgico (Franclet et al., 1987).

El conocimiento de las bases moleculares del cambio de fase y maduracion de las plan-
tas tiene gran interés académico pero ademas, constituye un campo de investigacion y
desarrollo importante desde la perspectiva aplicada; .ya que, aunque la etapa de madu-
racién-envejecimiento puede ser adecuada para la seleccion, minimiza las posibilida-
des de manipulacion de especies elite que hayan expresado sus caracteristicas genéticas
aditivas y no aditivas.

El rejuvenecimiento total implica la reversién completa del proceso de maduracion,
como resultado de la reproduccién sexual o de la propagacion vegetativa a través de
formacién de yemas adventicias y embriones somaticos.

La reproduccion sexual o apomictica media, de forma natural procesos de rejuveneci-
miento-revigorizacién que facilitarian la propagacién de especies adultas. Estos proce-
sos de revigorizacion también puede ser inducido mediante aplicaciones de giberelinas,
temperaturas altas, iluminacioén baja, cultivo in vitro seriado, microinjerto en cascada,
entre otros tratamientos Desafortunadamente, no se conocen en profundidad los me-
canismos de control de estos procesos, y por tanto, su manipulacién con fines practicos
de clonacién es aun muy limitada. Ademas, ni la maduracién ni el rejuvenecimiento se
han podido caracterizar bioquimicamente y el conocimiento sobre las bases moleculares
de estos procesos es escasa.

Desde 1989, con la organizacion del Instituto de Estudios Avanzados sobre las bases
moleculares del envejecimiento en plantas, (Rodriguez, Sanchez Tamés y Durzan , Eds,
1990); nuestro grupo trata de realizar aportaciones sobre las bases moleculares de este
proceso en especies lefiosas (Rodriguez, 1993). Hasta la fecha, hemos realizado nues-
tros estudios con la angiosperma Corylus avellana y con las Gimnospermas Pinus nigra
y Pinus radiata..

11
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Los resultados obtenidos en Corylus avellana ( Berros et al, 1996, 1997; Centeno et al.,

1.

19982 ; Diaz-Sala et al. 1990, 1994, 1995; Rey et al.,1993; 1994, 1998; Rodriguez
etal., 1988) pueden resumirse (Tabla 1) en los siguientes puntos:

Relacion directa entre tejidos competentes y mayores actividades respiratorias y
peroxidasicas. También mayor contenido azliicares, RNAy proteinas.

Expresion proteica especifica en funcion del grado de desarrollo del material obje-
to de estudio; mas complejos en materiales adultos.

Diferente nivel expresion de la subunidad 55 kD de rubisco, inferior en materiales
adultos y superior en juveniles e intermedia en tejidos revigorizados.

Determinacion de rangos de PM especificos:14.2-20.1 Kda determinantes de teji-
dos maduros, 40-60 Kda especificos de tejidos revigorizados, juveniles y
embriogénicos.

Patrones de metilacion sitio especifica del gDNA dependientes de fase de desarro-
llo, siendo menos complejos en materiales juveniles..

Presencia de mayores niveles de citoquininas en materiales adultos, principalmen-
te debido a la contribucion de Zy DHZ.

Contenidos superiores de Put. libre en tejidos juveniles. Posibilidad de utilizar la
relacion Put /Spd + Spm como indicadora de envejecimiento - rejuvenecimiento.

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales asociadas con la edad en avellano.

CARACTERISTICA MATERIALADULTO MATERIALI/N VITRO
MATERIAL JUVENIL

Floracion Presente Ausente
Ausente

Enraizamiento Bajo Alto
Alto

Patrén polipeptidico Complejo Sencillo
Intermedio

Polipéptidos especificos Presentes Ausentes
Ausentes

Actividad Rubisco Baja Baja
Elevada

Frecuencia metilacion DNA Mayor Intermedia
Menor

PAs mayoritarias Spm, Spd Put
Put

Put/Spd+Spm Baja Intermedia
Alta

Citoquininas Superior -
Inferior

Z, DHZ Superior -
Inferior

Dentro del proyecto europeo (Fair3 CT96-1445), nuestro grupo de investigacion ha

12
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puesto de manifiesto ( Centeno et al., 1998b; Centeno et al., 1998c; Fraga et
al.,1997a, 1997b; Lopez et al., 19932, 1993b, 1996; Pacheco et al., 1993) los si-
guientes datos acerca de Pinus radiata.

8. Se han conseguido establecer in vitro tanto tejidos juveniles como tejidos adultos
de Pinus radiata. Mientras que los tejidos juveniles han podido ser establecidos di-
rectamente, para introducir tejidos adultos ha sido necesario recurrir a la técnica del
microinjerto

9. Sehan observado respuestas de organogénesis directa y organogénesis adventicia
indirecta con tejidos juveniles de un afo, mientras que con tejidos juveniles de
cuatro afnos solo se han observado respuestas de organogénesis directa.

10. Laépoca de recogida de las puas, estado fisioldgico, localizacion en el arbol, el
tratamiento al que son sometidas y la naturaleza del porta son factores decisivos en
el éxito de la revigorizacion de tejidos adultos mediante la técnica del microinjerto.

11. Tratamientos de revigorizacion ex vitro (como injertos en cascada) facilitan la
revigorizacion in vitro.

12. En Pinus radiata existe mayor nimero de metil-citosinas en secuencias CCA/AGG
que en secuencias CCGG.

13. Elgrado de metilacion «sitio-especifica» del DNA genémico de individuos juveni-
les es inferior al de individuos adultos y cultivados in vitro.

14. Los individuos cultivados in vitro presentan un grado de metilacion diferente al de
individuos juveniles, debido, posiblemente, a las peculiares condiciones de creci-
miento en las que se encuentran.

15. Los braquiblastos en desarrollo del arbol correspondiente al tercer injerto seriado
mostraron los mayores contenidos en citoquininas por gramo de peso seco, en rela-
cién a los encontrados en braquiblastos sin crecimiento y en braquiblastos de los
dos tipos procedentes del primer injerto. Esto fue debido principalmente a una acu-
mulacién de isopenteniladenina e isopenteniladenosina en la porciéon basal de los
mismos, aquella que contiene el meristemo.

16. Los niveles de citoquininas (iP e iPA) presentan niveles 8 veces superiores en los
braquiblastos en desarrollo arboles correspondientes al tercer injerto seriado res-
pecto a los del primer injerto, concentrandose las citoquininas en la porcion basal
de los mismos.

17 Los braquiblastos en desarrollo del arbol procedente del primer injerto, presentan
doble contenidode  AIA que aquellos procedentes del tercer injerto. Esta auxina
se distribuye de forma homogénea en las porciones apical y basal.

17. Los niveles de PAs totales disminuyen durante la maduracion-envejecimiento de
6rganos tanto en individuos juveniles como adultos.

18. Enindividuos juveniles la contribucion mayoritaria de PAs corresponde a la frac-
cién libre, mientras que en individuos adultos la mayor parte del contenido de PAs
corresponde a la fraccion ligada a compuestos de bajo peso molecular solubles en
acido perclérico.

19.- Larelacion PAs libres/ PAs conjugadas es proxima a uno en individuos en los que
el cambio de fase es inminente.

En el transcurso de la ponencia se hara referencia a algunos de los resultados citados,
prestando especial atencion a las técnicas de revigorizacion y alternativas para superar
la baja competencia morfogénica dependiente del envejecimiento ontogénico y fisio-
l6gico.
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C-04 Fisiologia del cultivo in vitro.

Maria Jesus Canal, Roberto Rodriguez, Belén Fernandez, Ricardo Sanchez-
Tames'Y Juan Pedro Majada

Lab. Fisiologia Vegetal, Dpto B.O.S., C/ Catedratico Rodrigo Uria s/n 33071, Universi-
dad de Oviedo, Espafa.

INTRODUCCION

La micropropagacion es una técnica, desarrollada para la produccién en masa de plan-
tas, que ha sido utilizada con éxito desde los afios 60. La principal ventaja de esta
técnica estriba en la multiplicacion rapida de material clonal libre de enfermedades.
Esta caracteristica ha servido para introducir rapidamente en el mercado nuevas varie-
dades de plantas obtenidas mediante seleccion, mutacién, programas de mejora o ma-
nipulacion genética. Sin embargo, la industria de la micropropagacion presenta serias
limitaciones debido a los elevados costes de produccion, reduciéndose la mayor parte
de su actividad al sector de plantas ornamentales (Holdgate y Zandvoort, 1992).

En la mayor parte de los procedimientos empleados actualmente no se hace referencia
al control efectivo del desarrollo de las plantas in vitro. Sin embargo, las tasas de creci-
miento, desarrollo y muchas de las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas de las plan-
tas formadas in vitro estan influenciadas por el ambiente fisico, quimico y gaseoso de los
recipientes (Kozai et al., 1992a; Buddenford-Joosten y Woltering, 1994). Por tanto el
estudio y control del ambiente de los cultivos también incidira positivamamente en la
optimizacion de los procedimientos de micropropagacion.

CARACTERISTICAS DEL AMBIENTE /N VITRO EN LA MICROPROPAGACION CON-
VENCIONAL

Tradicionalmente los protocolos de propagacién han ignorado los factores ambientales
del cultivo, centrandose en experimentos factoriales de aplicacién exdgena de nutrientes
y reguladores del crecimiento. En estas condiciones las plantas se desarrollan en condi-
ciones asépticas dentro de un recipiente hermético, expuestas a bajos niveles de luz,
sobre un medio gelificado que contiene nutrientes para mantener un crecimiento
heterétrofo, y todo ello bajo unas condiciones de elevada humedad relativa.

Los factores que pueden afectar al crecimiento y morfogénesis de las plantas in vitro se
pueden clasificar como se indica en la Fig. 1. Los fendmenos que controlan los cambios
ambientales en el interior de un recipiente de cultivo son similares a los que ocurren en
elinterior de un invernadero, ya que de hecho un recipiente de cultivo es, hasta cierto
punto, un invernadero en miniatura mantenido en condiciones asépticas. Bajo este
punto de vista, Kozai et al., (1992a) mantienen que es interesante realizar estudios
ecolégicos, ecofisiolégicos, y de fisiologia e ingenieria ambiental en el proceso de
micropropagacion. Aunqgue el valor que presenta cada uno de los parametros descritos
enlaFig. 1, va adepender de las condiciones de la camara de crecimiento, del recipien-
te, de las condiciones de cultivo y de los propios explantos, el ambiente in vitro presen-
ta unas caracteristicas generales que se resumen en la Tabla 1. Como se puede observar,
el ambiente in vitro presenta unas tasas bajas de flujo y energia, debido a la existencia
de un sistema semicerrado, con minimas variaciones de temperatura, elevada humedad
relativa y grandes cambios diarios de la concentracion de CO, en el interior de los
recipientes.
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CARACTERISTICAS DE AMBIENTE AEREO EN EL INTERIOR DE LOS RECIPIENTES

El tipo de recipiente de cultivo (tamafo, forma, material y sistema de cierre) puede
condicionar la evolucion de la composicidon gaseosa en su interior durante el cultivo. En
recipientes de cultivo cerrados herméticamente se ha detectado una acumulacién de
gases (dioxido de carbono -CO,-, etileno -C,H,-, etano, etanol y acetaldehido) que,
ademas de influir o controlar el crecimiento, también pueden afectar a procesos de

diferenciacion y morfogénesis (Thomas y Murashige, 1979; Righetti et al., 1990).

[ Temperatura

aéreo Luz

Digtribucién del espectro

Ciclos luminosos

Densidad de flujo

Direccion de la luz

—— Radiacién térmica

—— Composicion gaseosa

Diéxido de carbono, Oxigeno, Etileno,y Otros gases

Humedad relativa
Ambiente

N —— Flujo de aire
In Witro

L Presion

—— Temperatura
—— Potencial hidrico (matricial, de presion y osmdtico)

[ AThieMe —— Difusividad de gases y liquidos
fisico L Dureza/compactacidn del medio
—— Composion inorganica
Ambiente en Macrolementos
el sustrato  — Microelementos
—— <Composgicidn organica
I An:lbi_el'lte Azicares como fuente de hidratos de carbono
quimicoe Reguladores del crecimiento
Ry ladores del potencial dtico del medio
Agent es gelificantes
L pH
—— oOxigeno disuetlto en el sustrato
L Didxido de carbono disuelto en el sustrato
A_n’ll?ie-nte Microorganismos simbidnticos
— biolégico —C Microorganismos competitivos

Fig. 1.- Factores que pueden influir en el crecimiento y morfogénesis de las plantas in
vitro. (Basado en el modelo propuesto por Kozai et al. (1992).

Para mantener un crecimiento heterétrofo en estos recipientes, es necesaria una fuente
exogena de hidratos de carbono, ya que la concentracion de CO, durante el periodo
luminoso esta por debajo del punto de compensacién (50-100 LLmol mol”) (Ando,
1978; Fujiwara et al., 1987; Pospisilova et al., 1988; Desjardins et al., 1988; Infante et
al., 1989; Kozaiy Sekimoto, 1988). La concentracion de CO, aumenta de forma cons-
tante durante el periodo oscuro, aunque una vez reiniciado el periodo luminoso, el
nivel de CO, desciende rapidamente (Fujiwara et al., 1987; Fujiwara y Kozai, 1995). En
estas condiciones, la falta de CO, disminuye los requerimientos luminicos de los culti-
vos, siendo mas importante su papel en fotomorfogénesis que en fotosintesis. Ademas,
generalmente los gradientes de potencial hidrico y los coeficientes de difusion del aire y
del medio en el recipiente son mas pequefios que los existentes en el exterior, lo que
genera bajas tasas de flujo de agua en el recipiente (Sallanon y Coudret, 1990). La
introduccién de filtros bacterioldgicos en los recipientes de cultivo permite aumentar la
tasa de intercambio gaseoso y mantener gradientes de humedad que han introducido
nuevos parametros a considerar en los procesos morfogénicos (Majada et al., 1997).
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Tabla 1. Caracteristicas generales del ambiente in vitro en la micropropagacion conven-

cional con respecto a las variables de estado y de flujo

Variables de estado Variables de flujo
Ambiente aéreo Fujo de materia y energia
1. Hevada humedad relativa 1. Tasa de transpiracion baja
2. Temperatura del aire 2. Tasa fotosintética baja
3. Concentracion elevada de CO, durante el periodo 3. Hevada respiracién en oscuridad

oscuro y baja durante el periodo luminoso 4. Aujo de radiacion térmicay de fotones bajo
4. Bevada concentracion de etileno 5. Balance negativo de CO,

6. Tasa baja de absorcion de agua

Ambiente en el sustrato 7. Tasa baja de absorcion de azlcares
5. Bevada concentracion de azlcar 8. Tasa baja de absorcion de iones
6. Bevada concentracion de sales 9. Tasa baja de absorcion de componentes del medio.

7. Baja concentracion de oxigeno, y liberacion de
exudados toxicos
8. Bevada concentracion de reguladores

CARACTERISTICAS DELAMBIENTE EN LOS SUSTRATOS

Para estudiar la disponibilidad de agua, nutrientes y reguladores de desarrollo en los
distintos sustratos empleados en cultivo de tejidos, debemos de tener en cuenta los
diferentes componentes del potencial hidrico (Debergh et al., 1981, Debergh, 1983), y
otros tres factores de especial relevancia en sustratos gelificados: la dinanica de flujo, la
velocidad de difusion de solutos y la influencia de la temperatura (Campbell y Cheftel,
1985).

A Agar.

Distintos autores han estudiado el efecto de la concentracion y marca comercial de
agar, asi como el comportamiento de las distintas especies ante el tipo de agar y su
concentracion (Debergh, 1983, Bornman y Vogelmann 1984, Kordan 1988, Leshem,
1983 y Scherer 1988), pero no se encontrd una correlacion entre las caracteristicas y el
crecimiento de las plantas.

B. Nutrientes y reguladores.

La definicion de protocolos para la micropropagacion heterétrofa de plantas, se ha ba-
sado en experimentos factoriales de aplicacion exdgena de nutrientes y reguladores del
crecimiento (Williams, 1992; Williams y Taji, 1991). Este hecho explica la gran cantidad
de medios existentes, definidos especificamente para cada especie y tipo de explanto
empleado. Estos factores, junto al empleo de sustratos gelificados, han influido negati-
vamente en la realizacién de trabajos que analicen el efecto del balance i6nicoy de la
concentracion total de iones y reguladores en la absorcion y asimilacion de nutrientes
(George y Sherrington, 1984).

Aunque los medios nutritivos empleados en la micropropagacion convencional han
sido optimizados para cultivos heterotrofos, en la actualidad se trabaja para definir nue-
vas formulaciones adaptadas a las posibilidades de control ambiental existentes en la
actualidad, investigando previamente el control y la eficiencia de la absorcion de
nutrientes bajo distintas condiciones ambientales (Kozai et al., 1992a). Resultados ob-
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tenidos en nuestro laboratorio ponen de manifiesto que el consumo de nutrientes es
muy inferior al esperado, siendo unicamente significativo en el caso del fosfato, que
puede llegar a ser limitante en algunos cultivos (Dantas et al., 1999; Moncalean et al.,
1999). A partir del andlisis de nuestros resultados y de los obtenidos por otros autores
(Williams, 1992y Leifert et al., 1995) parece claro que la composicién y la concentra-
cién mineral de los medios de cultivo, asi como el ambiente del cultivo condiciona
totalmente la respuesta de los cultivos en cuanto a crecimiento y caracteristicas fisiolo-
gicas de las plantas obtenidas; lo cual esta condicionando la definicion de nuevos me-
dios de cultivo aplicados de forma estatica o de forma dinamica durante el transcuro de
cada periodo de cultivo.

Al igual que en el medio mineral, de forma general los protocolos de aplicacién de
reguladores del crecimiento se establecen mediante ensayos factoriales, manteniendo
los cultivos en contacto con la hormona durante todo el subcultivo. Sin embargo, resul-
tados obtenidos en nuestro laboratorio ponen de manifiesto que la absorcién de hor-
monas en la fase de proliferacion se produce mayoritariamente en las primeras horas de
cultivo (Feito et al., 1994; Feito et al., 1995; Moncalean et al., 1999), absorciéon que
condiciona totalmente la respuesta morfogénica de los cultivos mediante la alteracién
del balance endégeno de reguladores del crecimiento (Dantas et al., 1997). En este
sentido ensayos realizados en nuestro laboratorio, ponen de manifiesto que la adminis-
tracion de pulsos hormonales durante periodos cortos es mas efectiva en la prolifera-
cion de yemas axilares y lo que resulta mas interesante favorece el posterior enraizamiento
de los tallos obtenidos.

RESPUESTAS DE TALLOS/PLANTULAS ALAMBIENTE IN VITRO

En la Tabla 2 se resumen algunas de las respuestas mas habituales de los explantos
introducidos en cultivo, como resultado de la interaccion que se produce entre los
explantos y las caracteristicas ambientales descritas (Tabla 2). Resultados obtenidos en
nuestro laboratorio han demostrado que la manipulacién del ambiente en los recipientes
de cultivo, modula las caracteristicas morfo-anatémicas y fisiolégicas de las plantas
obtenidas a través de cultivo de tejidos (Majada et al., 1998, Majada et al., 1999). De
forma general podriamos decir que el fenotipo inducido por las condiciones de cultivo
es intermedio entre plantas crecidas en ambientes herméticos no controlados y plantas
aclimatadas

Tabla 2. Respuedtas al ambiente en la micropropagacion convencional

Tejidos Planta
1. Disminucion o alteracion del contenido de ceras 1. Menor tasa de crecimiento
epicuticulares 2. Crecimiento suculento
2. Funcionamiento estomatico anormal 3. Desdrdenes fisoldgicos y morfolégicos
3. Disminucion del contenido en clorofila 4. Formacién de pocas raices sscundarias
4. Menor peso seco fina 5. Hevada variablidad en tamario, formay estado de
5. Disminucién del area foliar
6. Disminucién del nimero estomético 6. Mayor frecuencia de mutaciones.
7. Menor desarrollo anatémico 7. Presencia de contaminaciones
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ESTRATEGIAS EN EL CONTROL AMBIENTAL DE LOS RECIPIENTES

Como consecuencia del ambiente in vitro, todos los factores descritos en la Tabla 2,
contribuyen al desarrollo de plantas con un fenotipo incapaz de sobrevivir al transplante
ainvernadero o campo (Preece y Sutter, 1991), debido al stress hidrico provocado por
la ausencia de regulacién estomatica (Brainerd y Fuchigami, 1982; Connery Conner,
1984; Ziv et al., 1987; Pospisilova et al., 1988) y menor cantidad de ceras epicuticulares
(Sutter y Langhams, 1979, 1982; Sutter, 1988; Connery Conner, 1984).

Actualmente disponemos de distintas estrategias para controlar el ambiente en los siste-
mas de micropropagacion: control en cultivos heterétrofos (a), en cultivos mixétrofos
(b) y en cultivos autétrofos (c).

a. El control del ambiente en cultivos heterétrofos (recipientes sin ventilacion) se centra
en las fases de enraizamiento y aclimatacion. El ambiente puede ser modificado
gradualmente en estas etapas para favorecer posteriormente el crecimiento y desa-
rrollo de tallos y plantas en invernadero. Aunque ampliamente utilizada por los
micropropagadores convencionales, las posibilidades de control son minimas y se
limita generalmente a una disminucion de la humedad relativa.

b. Establecimiento de cadenas cicloclonales de micropropagacion mixétrofa, las cuales
se sustentan en una mezcla de nutricion heterétrofa y autoétrofa (recipientes con
ventilacion), y que va a depender de la disponibilidad de CO, y azucares por los
explantos en el recipiente de cultivo.

c. La tercera estrategia alternativa la constituye el control del ambiente para mantener
un crecimiento autotrofo (recipientes con vemtilaciéon y control de didxido de car-
bono) aséptico en las fases de multiplicacion y enraizamiento.

La eleccion de la mejor estrategia va a depender de los objetivos especificos de
produccién, asi como de los requerimientos culturales de cada especie, nUmero de
transplantes requerido, valor afadido del producto, relacién calidad precio, etc.
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SANEAMIENTO Y DIAGNOSTICO DE MICROORGANISMOS

PATOGENOS.

1-01 Evaluacién del saneamiento al Raquitismo de los retonos por
tratamiento térmico a propagulos de cana de azucar.

J.R. Pérez Milian, Yamilé Figueredo y Madyu Matos.

Estacion de Investigacion de la Cafa de azucar. Jovellanos 42600, Matanzas, Cuba. E-

mail: pp@epica.atenas.inf.cu

Palabras claves: raquitismo de los retofios, hidrotermoterapia, cafia de azucar, con-

trol.
INTRODUCCION

La hidrotermoterapia, por su alta efec-
tividad, es el método de control mas
usado en el mundo contra varias enfer-
medades de la cafia de azucar. En Cuba
se utiliza en la obtencion de semilla
categorizada para garantizar que el ma-
terial de propagacion llegue a los cam-
pos comerciales con un estado
fitosanitario capaz de competir contra
las adversidades del medio, entre las
que se incluye la posibilidad real del
ataque de plagas y enfermedades. Las
investigaciones desarrolladas en este
sentido reflejan las posibilidades de
contrarrestar el raquitismo de los reto-
fos (RSD) mediante un manejo adecua-
do del tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se evaluaron dife-
rentes combinaciones de tiempo y tem-
peratura: 53°C/20min., 50.5°C/2h y re-
mojado + 50°C/3h para estudiar el sa-
neamiento en la variedad CP31-294
muy enferma de RSD (comprobado por
contraste de fase) empleando tamafios
del propagulo de 1, 2 y 3 yemas. Se
planté en el campo un bloque al azar

con 3 repeticiones. Alos 10 meses se
evalud el saneamiento por el método
de tincion por transpiracion (STM), to-
mando 5 tallos por réplica (15 por tra-
tamiento) . Por otra parte se estudio
la efectividad de tratamientos sucesi-
vos (3 durante 20 meses) en la misma
variedad, empleando tratamiento
hidrotérmico de 50.5°C/2h y aplican-
do el STM para su evaluacién final.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron que con nin-
guno de los tratamientos empleados se
logré un control absoluto del RSD, que
los tratamientos mas largos son mas
efectivos y que el tamarfio del
propagulo no tiene influencia sobre el
control. Se obtuvo ademas, que un
primer tratamiento sobre material en-
fermo es eficaz, sin que se observen
grandes diferencias respecto al segun-
do y tercer tratamiento, lograndose
después del primer tratamiento un au-
mento del porcentaje de vasos funcio-
nales desde el 40% del material origi-
nal hasta por encima del 85%.
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1-02 Empleo del método de tincién por transpiracién de los
vasos del xilema (STM) para la evaluacion del saneamiento al

RSD.

Yamilé Figueredo, J. R. Pérez Milian y Madyu Matos.

Estacion de Investigacion de la cafia de Azucar. Jovellanos 42600, Matanzas, Cuba.

E-mail: pp@epica.atenas.inf.cu

Palabras claves: raquitismo de los retofios, tincion, xilema, saneamiento, cafia de

azucar.
INTRODUCCION

El raquitismo de los retofos es
probablemente la enfermedad mas
importante de la cafia de azucar,
afectando un gran numero de
variedades de la produccién. El agente
causal es la bacteria Clavibacter xyli
subsp. xyli, la cual se aloja en los vasos
del xilema. El tratamiento hidrotérmico
a la semilla es el método mas usado
para su control, pero no logra una to-
tal erradicacion del patégeno. Sin em-
bargo, después del tratamiento térmico
se observa un incremento en el
rendimiento, siendo este el criterio
empleado para medir la efectividad del
saneamiento.

Por otra parte, el diagnéstico visual de
la enfermedad se dificulta ya que los
sintomas externos pueden confundirse
con otras patologias. Sobre la base de
esta dificultad, se han desarrollado
otras técnicas de diagnodstico que
resistencia al RSD de 5 variedades de
cafa de azucar (C111-79, C323-68,
C120-78, CP 31-294 y My5514)
tratadas a 50°C durante 2 horas e
inoculadas con jugo de plantas
enfermas. Los tallos se introdujeron en
una solucién de Safranina O
manteniendo las hojas fisiolégicamente
activas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La solucioén es absorbida por la planta
y los vasos funcionales (VF) se tifien
con el colorante. Al realizar un analisis
de los resultados se evidencio que
mediante esta técnica se pudo
demostrar un comportamiento
diferenciado de las variedades ante el
RSD, que va desde muy poca
diferencia entre las plantes tratadas e
inoculadas en My5514 hasta una
diferencia muy acentuada en C120-78.
El comportamiento del porcentaje de
vasos funcionales corroboré los
resultados alcanzados en otras
investigaciones con My5514
(resistente) y CP31-294 (susceptible).
Se analiz6 el saneamiento de las
variedades Ja60-5, C1051-73 y CP52-
43 mediante el contraste de fases (CF)
y el STM cuando los tallos enfermos
se trataron térmicamente con
diferentes combinaciones de tiempo y
temperaturas (50.5°C/2h, 53°C/20
min. y un testigo sin tratar). Se
encontré la presencia de la bacteria
utilizando el CF, sin embargo al analizar
el porcentaje VF en todos los casos fue
superior al 85% después de un
tratamiento de 50.5°C/2h, lo cual
confirma la utilidad de este método
para la evaluacion del saneamiento al
RSD, criterio que puede utilizarse para

la calificacion de los bancos de semilla.
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1-03 Marchitez de vitroplantas de bananos (FHIA-18, Gran enanoy
Gross Michel) causadas por Pythium debaryanum Hesse en fase de

aclimatizacion.

Michel Leiva Moray Miguel Angel Dita Rodriguez.

Instituto de Biotecnologia de las Plantas, Universidad Central "Marta Abreu” de Las
Villas, Carretera a Camajuani km. 5.5, Santa Clara, Villa Clara. Cuba. E-mail:

fitopat@ibp.edu.cu

Palabras claves: banano, aclimatizacion, Phytium debaryanum, marchitez.

INTRODUCCION

Como consecuencia de los cambios
provocados por el cultivo in vitro en las
plantas micropropagadas ha sido necesario
desarrollar técnicas especiales de
aclimatizacién en condiciones ex vifroe in
vitro que aseguren un acercamiento
gradual y progresivo a sus caracteres
normales.

La fase de aclimatizacion es de vital
importancia para lograr plantas sanas y
vigorosas aunque en muchos casos este
importante requisito se ve obstaculizado
por la incidencia de plagas y
enfermedades. La alta humedad relativa
que se requiere, sobre todo en los
primeros momentos después del
transplante para evitar transpiraciones
excesivas y con ello lograr un desarrollo
adecuado de los estomas y la cuticula
favorece la aparicion de numerosos
organismos entre los que predominan: al-
gas, hongos fitopatégenos aéreos y del
suelo, moluscos y enfermedades
bacterianas.

Dentro de las enfermedades observadas
en nuestras condiciones, inciden con
mayor frecuencia las causadas por hongos
fitopatégenos. Dentro de los principales
géneros encontrados se destacan: Pythium,
Phytophthora, Fusarium, Cercospora, etc.

El género Pythium comprende varias
especies fitopatdgenas productoras de
Damping-off, marchitez, pudriciones de
frutos, entre otros. Estos representantes son

habitantes del suelo, considerados
comunmente como patégenos débiles que
atacanalas plantas en los primeros estadios
de su crecimiento y desarrollo, asi como
en condiciones de elevado
humedecimiento del suelo.

El presente trabajo tuvo como objetivo
principal la determinacién del agente
causal de la marchitez de vitroplantas de
bananos en fase la fase de aclimatizacion.

MATERIALESY METODOS

Se tomaron vitroplantas de bananos en la
fase de aclimatizacion (fase V) de : FHIA-
18 (AAAA), (AAA), (AAA), Gross Michel y
Gran enano; los cuales evidenciaban un
marchitamiento pronunciado en todo el
follaje, ademas presentaban dafios
necréticos en la base del pseudotallo.
Ademas, los danos en el sistema radical
eran apreciables.

De cada planta se extrajo el sistema radi-
cal y se lavd por separado con agua
corriente durante un periodo de 15 min,
posteriormente se desinfecté en una
solucion de hipoclorito de sodio al 3% por
un tiempo de 1 min y se lavé en un
erlenmeyer que contenia 50 ml de agua
desionizada estéril. Las raices fueron
colocadas en placas de Petri esterilizadas
y con la ayuda de un bisturi estéril se
cortaron segmentos de 1cm de longitud y
posteriormente se secaron en un papel de
filtro previamente esterilizado, en la cabina
de flujo laminar. Se tomaron placas de
Petri de 7 cm de diametro que contenian
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10 ml del medio PDAy en cada placa se
colocaron 5 segmentos de raices,
seguidamente se incubaron a 28°C y a
partir de las 24 horas se procedio a
observar con la ayuda de un microscopio
estereoscopico la aparicion del
crecimiento micelial; una vez confirmado
el mismo se transfirié a placas de Petride
7 cm de diametro conteniendo 10 ml del
medio PDA e incubadas a 28°C durante
48 horas. A los aislados obtenidos se
realizaron preparaciones en portaobjetos
con lactofenol azul y se procedio a
describir sus caracteristicas e identificar el
géneroy especie.

Dentro de los principales caracteres
culturales evaluados se destacaron: la
forma de las colonias, color del césped
micelial y del reverso de las colonias asi
como la textura.

Por ultimo se realizd la prueba de
patogenicidad, cumpliendo con el ultimo
postulado de Koch, sobre vitroplantas
recién adaptadas de Gran Enano en
condiciones de sustrato previamente
esterilizado, con el régimen de humedad
establecido en la fase IV para simular las
condiciones a que son sometidas las
vitroplantas de bananos. Se utilizaron
cuatro aislados y se inocularon arazén de
10%ufc/mly se emplearon por planta 20
ml de la suspension por planta e inocularon
10 plantas por aislados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind que el agente causal de la
marchitez de las posturas de bananos fue
Pythium derbayanum Heese, un patégeno
importante del suelo que se ve favorecido
por condiciones de alta humedad.

Se obtuvieron un total de 4 aislados del
agente causal de la marchitez en
vitroplantas de bananos, que resultaron ser
patogénicos, ademas se describieron
algunas caracteristicas entre las que se
destacaron: hifas engrosadas, hialinas,
ramificadas, sin septos, esporangios
dentados y alargados, zoosporangios
redondeados con zoosporas envueltas en
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una matriz gelatinosa. Las colonias
obtenidas fueron de crecimiento
uniforme, el césped miceliar de color
blanco, con reverso blanco-amarillento
y de textura algodonosa. En los
aislamientos realizados aparecieron otros
hongos que demostraron tener actividad
saprofitica en el suelo, de ellos se
identificaron los siguientes géneros: As-
perqillus, Rhizoctonia y Fusarium. Las
caracteristicas anteriormente descritas
coinciden con las reportadas por autores
como Walker (1965), Herrera (1989,
1996).

Los primeros sintomas aparecieron
aproximadamente a los 35 dias después
de inoculadas las plantas y se lograron
reproducir con exactitud los sintomas
observados con anterioridad; el testigo sin
inocular no mostrd ninguin sintoma de la
enfermedad. Con esto se confirmé que
Phytium Debaryanum era el agente causal
de la marchitez de las vitroplantas de
banano en la fase de aclimatizacion.

Las condiciones de elevada humedad
favorecen la aparicion de esta importante
enfermedad por lo que el uso de un
sustrato con buenas propiedades fisicas
asi como mantener un régimen de riego
adecuado son elementos importantes
para evitar la aparicion de este patdgeno.
Recomendamos tener especial cuidado
en la elaboracién del sustrato a utilizar,
de modo que no permita un
sobrehumedecimiento al establecerse las
condiciones de humedad requerida en
esta fase. Ademas orientamos en lo
posible realizar una desinfeccion del
sustrato y del material vegetal antes de
ser plantado.
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1-04 Alternativa para el saneamiento al virus DMV en malanga
(Xanthosoma sagittifolium Schott), Clon México 8, mediante

electroterapia.
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electroterapia.
INTRODUCCION

Los métodos tradicionales de saneamien-
to a enfermedades han sido aplicados, por
lo general teniendo en cuenta el patoge-
no y su traslocacion en el tejido de la plan-
ta. Comunmente se utilizan para atenuar
o eliminar los virus en vegetales
(Quar,1977; Lozoya y Dawson, 1982;
Griffith et al., 1990; El Amin et al 1994;
Hernandez et al,1995). Numerosas inves-
tigaciones al aplicar estas técnicas han lle-
gado a obtener hasta un 100% de sanea-
miento, sin embargo no se pueden pro-
poner como tecnologias estandarizadas
porgue no cumplen con los requisitos fun-
damentales como son la eficiencia para
entrar en un proceso productivo y presen-
tan desventajas por el gran numero de
material inicial destruido, largos periodos
de tiempo para obtener material vegetal
para el diagnostico y la baja produccién
de material saneado ( Hernandez et al.,
1997).

Hernandez et al, (1997) construyeron un
equipo con aditamentos para procesar un
gran nimero de muestras para el progra-
ma Nacional de Saneamiento del Comple-
jo Viral del Ajo (Patente AO 1C/ 08 No
22496) extendido después como método
al Programa Nacional de Produccion de
micropropagacion de lineas sanas de cafa
de azucar desde 1995-1997, como alter-
nativa para el control de bacterias y virus (
Hernandez et al, 1997) y posteriormente
en papa para el control del Virus del
Enrollamiento de la Hoja de la papa
(Bernal y Hernandez 1997), reportado
para otros virus como el PVX y PVY (
Lozoya, 1996).

Segun se informa la enfermedad mas di-
fundida en Xanthosoma, Colocasia y de
forma general en las Araceas, es el virus
del mosaico de la malanga (Dasheen
Mosaic Virus, DMV) (Zettler etal, 1978);
encontrandose su incidencia en Cuba en
el 95% de las plantaciones de malanga
(Quintero, 1987). Teniendo en cuenta las
limitaciones que tienen el cultivo de
meristemos y las pérdidas que se produ-
cen cuando se usa la hidrotermoterapia
(MINAGRI, 1990), es que consideramos
importante estudiar como alternativa de sa-
neamiento el uso de la corriente eléctrica
para la eliminacion del virus mosaico de la
malanga (DMV).

Se seleccionaron los cormos debidamen-
te diagnosticados con presencia de la en-
fermedad viral DMV. Alas yemas se le apli-
0 electroterapia como método de sanea-
miento y los apices meristematicos (0.1-
0.5 mm) fueron sembrados en medios de
cultivo lquido segun tecnologia de
micropropagacion en el cultivo de malanga
del INIVIT (Garcia et al, 1998). Se realiza-
ron dos subcultivos para el diagndstico
mediante UM-ELISA, obteniéndose como
resultado de los diferentes tratamientos
eléctricos empleados un 100 % de plan-
tas regeneradas, mayor que el testigo sin
tratar (70-75 %). Una X de crecimiento
de casi el doble del tamafio de las
vitroplantas (6,1cm). Con un saneamien-
to al virus entre 70-100%. Los resultados
de la investigacion al aplicar la
Electroterapia, permiten llegar a definir un
procedimiento para la obtencién de plan-
tas libres al DMV lo cual fue comproba-
do en el clon Mex-8 del género
Xanthosoma.
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1-05 Selecciéon de plantas libre de virus en el campo para la
micropropagacion de Xanthosoma sagittifolium L.
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rus del mosaico de la malanga.
INTRODUCCION

La seleccion de planta donadores de
malanga se debe realizar en el banco de
germoplasma de alta calidad genéticay
fitosanitaria o en plantaciones destinadas
a semillas, con adecuada agrotécnia y
sistemas fitosanitarios preventivos
establecidos, esto es lo ideal. Resultaria
ademas de gran factibilidad realizar la
seleccion en plantacién de vitroplantas,
donde la utilizacién de semilla sana
disminuye los niveles de infeccion de los
campos. Cualquier intento por
desarrollar un programa de reproduccion
de semilla basicas en este cultivo en las
biofabricas del pais, llevaria implicito la
utilizaciéon de una gran cantidad recursos
y equipamientos indispensable para
obtener las plantas sanas de DMV Por
tanto, Los objetivos de este trabajo
fueron los de conocer las posibilidades
de detectar el Mosaico de la Malanga a
través de un kit comercial, enfretandolo
al aislado presente en Villa Clara,
mediante la aplicacién de la técnica de
UM-ELISA en plantas micropropagadas
y procedentes de campo.

MATERIALES Y METODOS

Las técnicas utilizadas para el
procesamiento de las muestras siguieron
el procedimiento descrito por Bernal
(1997). Se evaluaron 90 plantas de un
total de 5557 de 1.2 hectareas en el
campo. El caracter sintomatico y
asintomatico de sendos grupos fue
confirmado mediante el diagnéstico por
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Utramicro-ELISA de doble anticuerpo en
el Laboratorio de Virologia del IBP. La
interpretacion de los resultados se realizd
considerandose positivas todas aquellas
muestras cuyo valor fue superior al limite
de corte (cut off) obtenido por el duplo
de la medida de los controles negativos.
Las placas fueron repetidas cuando no
reunian los parametros de calidad
previstos para los analisis
inmunoenzimaticos (Peralta y Frias,
1987).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra la comprobacién en-
tre los valores de fluorescencia, obteni-
dos en muestras con sintomas del Mo-
saico, semejantes a los producidos por
el DMV en campo y los valores de plan-
tas asintomaticas. Se analizaron 45 plan-
tas con sintomas, soélo el 32.4% de plan-
tas con sintomas del mosaico en campo
resulto positivo y el 67% negativo.

A manera de conclusién se observa que
el porcentaje de plantas negativas al
DMV en campo fue de 44.0-55.5%, la
seleccion en base a los sintomas de
campo no fue eficiente para obtener
plantas negativas al DMV y las plantas
positivas y negativas se comportaron con
similares coeficientes de multiplicacion
in vitro (Tabla 2). Estos resultados
obtenidos permiten postular que con un
eficiente sistema de diagndstico se
pueden seleccionar plantas libres del vi-
rus en el campo.
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Tabla 1: Valores de fluorescencia de muestras y controles con
sintomasy asintomaticos procedentes de campo.

Plantas con sintomas Plantas asintomaticas

No. Val. Fluoresc No.Muestras Val. Fluoresc
Muestras
Positivos 12 14.99 1 13.29
Negativos 25 6.59 11 5.22
Dudosos 8 11.20 13 11.33
Total 45 - 25 -

Tabla 2: Resumen de la presencia de DMV en campo, in vitro
y en fase de adaptacion.

Plantas en campo Vitroplantas  Vitroplantas

Con Sn in vitro eCT fzise 'd’e
sintomas  sintomas adaptacion
% Positivas 26.6b 400b 46.4 a 56.4 a
% Negativas 55.5a 440ab 53.6a 39.8b
% Dudosas 17.7 c 52.0a Ob 38¢c
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INTRODUCCION

La escaldadura foliar de la caia de azucar,
producida por la bacteria Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson, es unade las
enfermedades vasculares mas importantes
anivel mundial y esta representada en 59
regiones geograficas. La sintomatologia de
esta enfermedad se distingue por presen-
tar tres fases diferentes: cronica, aguday
una fase de latencia, que puede durar des-
de algunas semanas o meses, durante los
cuales los tallos o raices infectadas no ma-
nifiestan ningun sintoma. En Cuba per-
manecié en latencia durante muchos afnos,
sin embargo recientemente se observé una
manifestacion de la sintomatologia que
afectd a un gran nimero de variedades.
La célula bacteriana, presenta forma alar-
gada con dimensiones de 0.25-0.30mm
por 0.6-1.0mm, puede aparecer solitaria
oen cadenas y presenta un flagelo polar.
Las colonias que forma son de color ama-
rillo palido, viscosas pero no mucosas. Se
han encontrado 3 serovares distribuidos en
diferentes zonas geograficas del mundo. El
estudio de la resistencia varietal y la carac-
terizacion morfoldgica, serolégica y
bioquimica del organismo causal es de vi-
tal importancia para la obtencién de va-
riedades resistentes a esta enfermedad y
garantizar un sistema de semilla conla ca-
lidad fitosanitaria que exigen los progra-
mas nacionales, ya sea por via
biotecnoldgica o por el sistema tradicio-
nal.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
los aislamientos de la bacteria obtenidos
sobre medio de cultivo Wilbrink, a partir
de variedades con sintomas de la enfer-
medad.
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 6 aislamientos procedentes de
las variedades L55-5, C120-78, C86-503,
C85-214, My55-14 y CS93-4392 de las pro-
vincias de Matanzas, Villa Claray La Habana.
Para la evaluacién morfoldgica se tuvo en
cuenta la dinamica de crecimiento a28°Cy
las caracteristicas culturales de las colonias.
La evaluacién bioquimica incluyd la tincion
de Gram, el comportamiento de la bacteria
frente a la catalasa, el almiddn, asi como su
crecimiento en agar nutriente y medio
Wilbrink sin peptona. El estudio serolégico
se realizé mediante la técnica de Aglutina-
cién en portaobjetos y la Inmunodifusion
Doble (IDD), utilizando antisueros de pro-
duccién nacional.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la evaluacion morfologica
se apreciaron colonias aisladas de 1mmde
diametro con bordes enteros, lisas, de color
miel al principio, brillantes y después se tor-
naron amarillas, las cuales comenzaron a cre-
cer a partir del 5° y 6 dia de sembradas,
coincidiendo con lo descrito por otros auto-
res. Al realizar los ensayos bioquimicos el
comportamiento fue el esperado, en todos
los casos respondieron al género y especie
estudiados. La evaluacién seroldgica corro-
boré la presenciade X. albilineans, yaque la
aglutinacién en portaobjetos fue positiva con
todos los aislamientos y la IDD revel identi-
dad serolégica entre las cepas y el antisuero
utilizado. Podemos concluir que las cepas
analizadas responden a la presencia de
Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowsony
estas pueden ser utilizadas para las
inoculaciones en los experimentos de resis-
tencia de las variedades de cafia de azu-
car ante la escaldadura foliar.
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INTRODUCCION

El virus del estriado del banano (BSV)
se ha convertido en los ultimos afos
en una fuerte preocupacion para los
productores de bananos y platanos a
nivel mundial. Aun cuando existen
muy pocas evidencias acerca del im-
pacto agronémico y econémico de la
enfermedad y la interaccion entre las
razas del virus y los distintos cultivares,
si se han reportado pérdidas importan-
tes en algunos genotipos.

Este virus fue descrito por primera vez
en Costa de Marfil (Lassoudiere, 1974)
y fue aislado por Lockhart en 1986.
El mismo ha estado ampliamente dis-
tribuido en distintas areas geograficas,
sin embargo el incremento reciente en
su incidencia parece estar ligado, aun-
que no siempre, al uso de hibridos
tetraploides (INIBAP, 1998).

En Cuba fueron introducidos a inicios
de la década del 90 un grupo de
hibridos tetraploides de la Federacion
Hondurefa de Investigaciones Agrarias
(FHIA) y varios de ellos han sido pro-

pagados aceleradamente mediante cul-
tivo in vitro e introducidos ampliamen-
te a escala comercial. El objetivo del
presente trabajo fue realizar un diag-
nostico de BSV y determinar su posi-
ble distribucion entre los principales
cultivares hibridos de FHIA introduci-
dos al pais asi como otros cultivares de
interés comercial.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron en campo muestras de
11 cultivares tetraploides asi como de
los cultivares triploides Gran Enanoy
Gross Michel (AAA) procedentes de la
Estacion Experimental del IBP en Re-
medios y de la Empresa de Cultivos
Varios La Cuba en la provincia de Cie-
go deAvila.

La deteccion del BSV se realizo utili-
zando la técnica de DAS-ELISA con un
kit comercial de la firma AGDIA, si-
guiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. La lectura de las placas
se realizd en un equipo SUMA 121.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los dos muestreos realizados, de un
total de 650 plantas testadas 26 resul-
taron positivas para un 4% de infec-
cion. La presencia del virus fue detec-
tada en 8 de los cultivares hibridos de
FHIA (FHIA01-V1, 02, 04, 18, 19, 21,
22 y 23), con rangos que oscilaron
entre un 2 y un 30 % de infeccién,
mientras que en los cultivares FHIA 01,
05y 20 no se detectd ninguna planta
positiva. En los dos cultivares triploides
incluidos en estos ensayos (Gran Ena-
no y Gross Michel) no se detectaron
plantas con infeccién por BSV. Estos re-
sultados coinciden con la hipétesis de
que la incidencia de este badnavirus
es mayor en cultivares hibridos
tetraploides, tal vez debido a la activa-
cién de secuencias virales integradas
que ocurre durante el propio proceso
de hibridacion (INIBAP, 1998). Otros
factores como stress ambiental y la
multiplicacién in vitro han sido identi-
ficados como causas también del au-
mento de la incidencia del BSV. La
deteccion de este virus es muy proble-
matica debido a la heterogeneidad
genomica y seroldgica de los distintos
aislados, es por esta razoén que se pre-
cisa del desarrollo de métodos de diag-
nostico que permitan la deteccién mas
precisa del virus tanto en su forma
episomal como integrada.

Los resultados de este trabajo consti-
tuyen la base para posteriores estudios
sobre la incidencia y distribucion de
esta enfermedad en cultivares de Musa
sp. en Cuba.
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INTRODUCCION

La alta ploidia de las especies implicadas
en el mejoramiento genético, la
inestabilidad de los cromosomas debido
a las aneuplodias (Price, 1962) y al
mosaico cromosOmico que se presenta
en este cultivo, hacen muy dificil los
estudios genéticos, asi como los trabajos
de mejoramiento clasico por hibridacién.
Por ello se trabaja con grandes poblaciones
segregantes, de modo que la eficiencia
de muchos programas de cruzamiento
es baja, ya que requieren de 10 a 15
afios de trabajo en los esquemas de
seleccion a partir de cruzamientos, y para
la obtencion de una nueva variedad como
media mundial se requieren 500 000
posturas.

Con el surgimiento de las técnicas
biotecnoldgicas que permiten manejar in
vitro érganos, tejidos y células, surge
una amplia perspectiva para el empleo
de estas técnicas tanto para la
propagaciéon masiva como para el
mejoramiento genético

La posibilidad de tener un método sencillo
y eficiente para poder mejorar caracteres
especificos a buenos genotipos, como
resistencia a enfermedades o a condiciones

ambientales adversas como sequia o
salinidad u otros defectos de las plantas
ha sido siempre una hipotesis de la
genética mutacional, sin embargo, no se
han obtenido los resultados que se
esperaban. Con el empleo del cultivo in
vitro para la mutagénesis inducida se abren
muchas perspectivas para la genética
mutacional, lo que puede considerarse la
nueva era de las mismas

MATERIALESY METODOS

Para la aplicacion de técnicas
biotecnoldgicas en la mejora genética
de la cafa de azucar se realizaron
investigaciones basicas para evaluar la
regeneracion de plantas con alta eficiencia,
la magnitud de la variacién somaclonal, el
empleo de mutagénicos fisicos y quimicos
in vitro, asi como los métodos y
procedimientos para la seleccion de
poblaciones obtenidas in vitro. Para la
ejecucion del trabajo se confecciond un
esquema de seleccion (Pérez Ponce et al.,
1998) donde se obtuvieron de 5000 - 22
928 individuos por variedad de interés para
la produccién, los que fueron
seleccionados sobre la base de los objetivos
especificos de lamejora. En el casodela
variedad B43-62 también se trabajo con
tratamientos mutagénicos quimicos en las
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yemas. Los mutagénicos empleados fueron
radiaciones de Co®a dosis de 10 - 20 -
30-40y 50 Gy yNaN3a0.01,0.001 %.
Se determinaron las técnicas y
procedimientos in vitro incluyendo los
tratamientos mutagénicos. Los
experimentos de campo fueron evaluados
en base a las caracteristicas morfologicas
segun metodologia de Dillewjin (1952) y
para los caracteres agroazucareros por la
metodologia del INICA, (Andnimo, 1985)

RESULTADOS Y DISCUSION

Con los resultados metodolégicos se
definié un esquema de seleccién, también
se verificd que solo después de tres
multiplicaciones vegetativas, se puede
realizar una seleccion de verdaderos
mutantes.

Se obtuvieron 16 somaclones. Los
somaclones obtenidos fueron evaluados
con respecto a la resistencia a
enfermedades en las pruebas estatales
establecidas para este objetivo. El
comportamiento agroazucarero se

determin6é en experimentos de campo
desarrollados en estaciones experimentales
de la Universidad Central, del INICA yen
blogues experimentales de complejos
azucareros. Parala extension se obtuvieron
de 200000 a 400000 vitroplantas de cada
somaclén seleccionado en dependencia
de las solicitudes de la produccién. De los
16 somaclones evaluados 5 se aprobaron
para la extension e introduccion en la
produccion, estos son: de la CP52-43 el
somaclon IBP83-27, de C87 51 el IBP 87-
100 de POJ28-78 los somaclones IBP 89-
112, 1BP 89-361 e IBP 89-355.En la tabla
1 se exponen los resultados integrales del
programa, apreciandose que para la
obtencién de una nueva variedad se
requirieron 11 432 individuos y los
esquemas de seleccion duraronde 5a7
anos demostrandose la eficiencia de la
mejora mutacional in vitro en comparacion
con lamejora convencional para caracteres
especificos, lo cual ha sido planteado por
varios investigadores, pero no con
resultados concretos (Larkin y Scowcroft
,1981 y Micke y Donini, 1994 ).

Tabla 1. Resultados del programa de mejora por Biotecnologia.

Caréacter amejorar. Tratamiento mutagénico

No Seleccion x Tratamiento Variedades

y Genotipo Fantas Total No. %Tota  obtenidas
Contenido de azicar 10 - 20Gy callos 8230 4 10Gy-2 004 210Gy 3
POD8-78 20 Gy-2 1-30Gy
Reduccion delafloracion ~ 0-10 - 30 - 50Gy 5000 8 02 10Gy-2, 0.16  1-10Gy 1
C52-43 callos 3-1, 50Gy-3
Resstencia a roya B43-62 NaN, 0.01 callo 22928 3 2-40Gy 0.02
1 NaN,
Redstencia ala sequia 10y 20Gy callo 6000 1 1-10Gy 001  1-10Gy 1
C87-51
Redstendia a carbén 0-10 - 30Gy cdlo 15 500
B60-5 y My54-50
4106y 5
TOTAL 57158 16 —eem - 1-30Gy
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INTRODUCCION

La enfermedad mas destructiva de
bananos, platanos y bananos de coccién
en el mundo es la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet). Desde
su aparicion en Cuba en noviembre de
1990, la Sigatoka se ha convertidoen la
enfermedad fungosa mas importante que
afecta las plantaciones de platanos y
bananos en el pais.

La solucién mas adecuada para reducir
los dafios de esta devastadora
enfermedad, es el desarrollo de
variedades resistentes. Desde 1984 la
FHIA (Federacién Hondurefia de
Investigacién Agricola) ha venido
desarrollando un amplio programa para
la busqueda de hibridos resistentes a la
Sigatoka, entre ellos el platano FHIA-21
(AAAB), tipo French (hembra), de alto
rendimiento, buena calidad y tamafio de
los frutos, resistente a Fusarium
oxysporun, pero presenta problemas
debido a su porte demasiado alto y su
pobre ahijamiento.

El empleo de agentes mutagénicos
conjugados con las técnicas de la
biotecnologia ofrece una oportunidad de
intensificar la variabilidad genética para
mejorar caracteristicas agronémicas (Ho
et al, 1993, 1994). Adicionalmente, la
disponibilidad de las técnicas de cultivo
de tejidos también facilita la induccion,
la seleccién y propagacion de los
mutantes.

En vistas del estado actual de las técnicas
de mejoramiento con el uso de la

Biotecnologia se desarroll6 este trabajo
con el objetivo de seleccionar
somaclones con porte bajo en
poblaciones irradiadas del cultivar FHIA
21 y estudiar su comportamiento frente
a la Sigatoka negra.

MATERIALES Y METODOS

La primera parte del trabajo consistié en
el establecimiento en el laboratorio del
material vegetal, para luego multiplicar-
lo in vitro siguiendo el procedimiento
que describen Orellana et al,. (1991).
Luego fueron irradiadas con dosis de 25
Gy de radiaciones Gamma, fuente C%°,
para inducir variabilidad en el material
vegetal (multiyemas). Posteriormente se
multiplicaron durante 5 subcultivos y se
regeneraron hasta obtener 10 000
vitroplantas enraizadas, las que se sem-
braron en invernadero durante 45 dias
y finalmente fueron transplantadas al
campo, en la Estacion Experimental de
Remedios (IBP). Durante el desarrollo de
la plantacion, no se realizaron aplicacio-
nes de fungicidas y se realizé una labor
cultural minima para observar la respues-
ta natural de las plantas.

Las evaluaciones realizadas consistieron
en la seleccion de plantas con caracte-
res positivos en el campo, a la vez que
se estudio la variabilidad de la poblacién.
Se evalud la altura de la planta (estable-
ciéndose tres rangos ), diametro del
pseudotallo, nUmero de hojas totales y
numero de hojas manchadas por
Sigatoka negra en la emisién y cosecha
del racimo, nimero de manos y dedos
delracimo (en tres rangos). Las lineas con
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caracteristicas positivas se sembraron en
la misma Estacién Experimental, en for-
ma de estudio clonal a 5 plantas por li-
nea en comparacion con el FHIA 21 ori-
ginal. Las lineas mas promisorias fueron
implantadas in vitro para incrementar la
poblacion de cada una de ellas y estu-
diarlas en otros ambientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las evaluaciones mostraron una alta va-
riabilidad en el material vegetal en cuan-
to a la altura de la planta, diametro del
pseudotallo, nimero total de hojas, in-
cidencia de Sigatoka negra asi como
cambios en el racimo, lo cual indica la
eficiencia de la combinaciéon del
mutageno fisico y el cultivo de tejidos.
Resultados semejantes obtuvieron
Novak etal., (1990) en un programa de
mejoramiento por mutaciones en los
clones de este género.

Una alta tasa de variacién entre las plan-
tas fue observada fundamentalmente en
la altura de estas como se puede apre-
ciaren latabla 1.

En el material irradiado seleccionado se
obtuvieron 41 plantas(38,3%) con altu-
ra inferiora 250 cmy 61 (57,0 %), que
vario entre 251 y 300 cm, sélo 5 plantas
seleccionadas, sobrepasaron los 300 cm
. Enla poblacién irradiada no seleccio-
nada el 35.76 % de las plantas alcanza-
ron una altura no superiora 250 cmy el
58.68 % no sobrepasoé los 300 cm. Lo
anterior evidencia que existié una mar-
cada influencia ambiental en ambas po-
blaciones, pues la altura normal de este
cultivar para el primer ciclo oscila entre
250y 300 cm, sin embargo, se encon-
tr6 dentro de las plantas de porte mas
bajo, en el material irradiado, varias con
cambios favorables en cuanto al tama-
fio del dedo, forma del racimo y estruc-
tura foliar, muy diferentes a las del origi-
nal. Los objetivos de la investigacion no
estaban encaminados sélo a la busque-
da de plantas de porte bajo, pues como
indican los valores porcentuales, estos
se mantienen muy similares, sino tenien-
do en cuenta el conjunto de otros ca-
racteres positivos. Es importante sefia-
lar que muchos cultivares de platanos y
bananos, en el primer ciclo, no desarro-
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llan la altura que alcanzan en los siguien-
tes.

Se observaron también grandes
variaciones en el numero de dedos del
racimo en la poblacién total,
obteniéndose una mayor cantidad de
plantas con racimos de méas de 60 dedos.
La frecuencia de variantes fenotipicas en
las primeras 1024 plantas evaluadas fue
de 4.00 %, obteniendo 4 somaclones
con posible cambio a Horn, aunque dos
de ellos han presentado afectaciones por
Sigatoka negra (Tabla 2).

Cuando se comparé la poblaciéon de
material irradiado seleccionada y no se-
leccionada en cuanto a su promedioy
ala desviacion tipica de las poblaciones,
se pudo determinar que el material irra-
diado no seleccionado presenté una al-
tura media de 270.71 cm superior a la
del material seleccionado que fue de
250.44 cm. En el caso del numero de
manos por racimo la media estuvo en-
tre seis y siete manos en ambos casos.
Al analizar los promedios del numero de
dedos por racimo se encontré que las
plantas lograron en la mayoria de los ca-
sos mas de 60, mostrando una correla-
cion positiva entre la altura de la planta
y el nimero de dedos totales por raci-
mo.

Entre las selecciones se destacan cinco
plantas que presentaron el mejor com-
portamiento integral en varios caracte-
res, encontrandose diferencias entre ellas
en cuanto a su reaccion a la Sigatoka
negra.

Las lineas seleccionadas se han
establecidas nuevamente in vitro con el
fin de producir suficiente cantidad de
plantas para las comparaciones
posteriores en ensayos replicados con el
cultivar original FHIA-21, una vez se
tengan los resultados del estudio clonal.
Es importante sefalar que existio una alta
afectacion por Sigatoka negra en el clon
FHIA-21 de forma general, no llegando
allenar completamente los dedos del ra-
cimo, siendo esto contradictorio con re-
portes que plantean la alta resistencia de
este hibrido (Cote et al., 1994).
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Tabla 1, Comportamiento de la variabilidad en la altura de las plantas
durante el primer ciclo.

Rangos de altura (cm) No. de plantas Frecuencia de
seleccionadas cambios (%)
MATERIAL IRRADIADO SH ECCIONADO
100-250 41 38.30
251-300 61 57.00
> 300 5 4.70
TOTAL 107 100.00
MATERIAL IRRADIADO SIN SH ECCIONAR

100-250 103 35.76
251-300 169 58.68

> 300 16 5.55
TOTAL 288 100.00

Tabla 2. Variaciones fenotipicas observadas en plantas seleccionadas
durante el primer ciclo, con relacion al cultivar original.

No.plantas Portebso Dedos Dedos Dedos Alta Frecuencia

evaluadas (Posble  mas  cortosy pequefios resistencia Total

Horn)  |argos.  finos. y rectos. Sgatoka (%)

negra.
1024 4 10 20 12 3 4.00
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mejoramiento genético

INTRODUCCION

Los platanos y bananos constituyen
unos de los principales cultivos en los
paises tropicales y subtropicales, sien-
do el cuarto después del arroz, el tri-
goy el maiz en importancia para la ali-
mentacion. Sin embargo la produccion
de Musa esta seriamente afectada por
laincidencia de plagas y enfermeda-
des causadas por hongos, bacterias,
virus y nematodos. Debido a que la
mayoria de los clones de platano y ba-
nano son propagados vegetativamente,
generalmente son triploides , estériles
y con frutos partenocarpicos, el mejo-
ramiento a través de cruzamientos es
extremadamente dificultoso, por lo
que la utilizacién del mejoramiento por
mutaciones cobra un rol importante en
este cultivo.

Las técnicas convencionales de muta-
cion han sido frecuentemente utiliza-
das para mejorar los rendimientos, ca-
lidad, enfermedades y plagas en los
cultivos. Ya que se pueden cambiar una
0 pocas caracteristicas de un cultivar
sin alterar completamente al genotipo.
Mas de 1700 variedades mutantes de-
sarrolladas de 154 especies de plan-
tas han sido oficialmente liberadas
(Maluszynski et al., 1995). El uso del
cultivo in vitro puede sobreponer al-
gunas de las limitaciones en la aplica-
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cién de esta técnica y en combina-
cion pueden acelerar los programas de
mejoramiento desde la generacion de
la variabilidad hasta la seleccion y la
multiplicacién de los genotipos desea-
dos. Las ventajas que como modelo
tiene el cultivo in vitro, para la aplica-
cion de la mutagénesis estan claras por
dos razones bioldgicas que son: la ca-
pacidad de regenerar plantas a partir
de una o poca células y la otra, la ca-
pacidad de la descomposicion de las
quimeras manejando el cultivo (Pérez,
1998).

Con el objetivo de estudiar diferentes
dosis de radiaciones Gamma en bro-
tes del clon Gran Enano para selec-
cionar el rango 6ptimo y cuantificar
las alteraciones fenotipicas encontra-
das en la poblacién es que se decide
larealizacion de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Apices de banano cv. Gran Enano
(AAA) fueron aislados de cormos pro-
venientes de la Estacion experimental
de Remedios ( IBP) para su estableci-
miento en el laboratorio segun el pro-
cedimiento descrito por Orellana et al.
(1991). Los brotes obtenidos se colo-
caron en un medio para la induccién
de yemas adventicias compuesto por
las sales MS suplementadas con 6
Bencil aminopurina (6BAP) 20 mgh/I,



acido indolacético (AlIA) 0.65 mg/l y
sacarosa 30 g/I. El pH del medio se
ajusto a 5.8. Los explantes fueron tra-
tados con 8 dosis desde 5 hasta 40
Gy de radiaciones gamma empleando
una fuente Co®. Inmediatamente
después del tratamiento fueron colo-
cados en frascos de cultivo de tejidos
que contenian 30ml del medio de cre-
cimiento Se utilizaron 100 explantes
por tratamiento. La misma cantidad
fue evaluada como testigo sin la apli-
cacion del tratamiento mutagénico. La
radiosensibilidad y la recuperacioén
posterior fueron medidas evaluando:
« Pesofrescoalos 14,30y 45dias
después de aplicado el tratamien-
to mutagénico
« Porcentaje de mortalidad de los
brotes a los 45 dias.
Con la dosis seleccionada se proce-
dié a un tratamiento masivo de
explantes con el objetivo de evaluar en
condiciones de campo las alteraciones
fenotipicas de las plantas. Se sembra-
ron 6000 vitroplantas en el area de la
Estacion Experimental antes menciona-
da, evaluandose los cambios encontra-
dos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los explantes mostraron diferentes
respuestas en dependencia de las do-
sis de radiaciones aplicadas y los utili-
zados como testigo tuvieron un incre-
mento del peso fresco de 8.21 gr.,
mientras que los tratamientos mostra-
ron una disminucién gradual del incre-
mento del peso a medida que las dosis
de radiaciones se hacian mayores, lle-
gando solo a 2.2 gr. con la dosis de 40
Gy. Cuando se analiz6 el porcentaje de
mortalidad encontramos que aumen-
t6 considerablemente a medida que se
incrementaron las dosis de radiaciones
encontrandose los valores dela LD,
entre 20-25 Gy.

Roux, (1997) realizando un estudio de
radiosensibilidad en varios cultivares
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de Musa encontro que existian diferen-
tes respuestas en dependencia del ni-
vel de ploidia y la constitucion genética
de los clones proponiendo diferentes
dosis de radiaciones gamma para cada
uno: 10-20 Gy para los diploides
Calcutta 4 (AA) y Tani (BB), 30-40 Gy
para los triploides Gran Enano (AAA)
y Williams (AAA) y 40-50 Gy para el
triploide Cachacco (ABB).

En nuestro trabajo con dosis de 40 Gy
encontramos un porcentaje de morta-
lidad muy alto (85%), por lo que po-
demos considerar esta dosis como le-
tal, seleccionandose 25 Gy como la
dosis 6ptima que permite un creci-
miento aceptable de los explantes en
el medio de cultivo.

Una considerable variacion fenotipica
fue observada en las plantas regenera-
das desde los brotes después del trata-
miento mutagénico. En los primeros
estados de desarrollo de las plantas la
irradiacion afectd la emergenciay la
expansion de las hojas jovenes. Las al-
teraciones fenotipicas encontradas se
aprecian en la tabla 1. Aberraciones
morfologicas fueron observadas prin-
cipalmente en algunas hojas jévenes,
lo cual indica un dafo en el meristemo
apical. Las variantes comprendieron
cambios fenotipicos en la estatura de
la planta, en la morfologia y pigmenta-
cion de las hojas y el pseudotallo, asi
como en el habito de crecimiento de
la planta y el florecimiento precoz (al-
rededor de los 9 meses). Novak,
(1990) obtuvo un 7.4% de alteracio-
nes fenotipicas cuando traté brotes de
Gran Enano con 30 Gy, en nuestro tra-
bajo obtuvimos un 20.28% de cambios
fenotipicos, donde el mayor porcen-
taje de variacién se encontrd n los cam-
bios de coloracion del margen del
peciolo (39.6%) del total de variacién
y en el cambio de coloracion de las
hojas (18.39%).
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Tabla1. Alteraciones fenotipicas observadas en
Enano ( AAA) después de ser tratados los brotes
de 25 Gy.

las plantas de banano cv. Gran
con las radiaciones Gamma, dosis

Tipo de variacion fenotipica No. plantas %

Enanismo: Pantas por debajo de los 1.10 m de 50 54
altura
Coloraciéon violdcea de las hojas, nerviaciones y 93 10.12
pseudotallo
Forma irregular de las hojas, textura coriacea 25 2.72
Cambio en la coloracién de las hojas
o Aumento de la pigmentacion por antocianina

(Hojas verde amarillentas y variegadas) 137 14.9
o Tonalidad verde oscuro 14 1.52
¢ Incremento de manchas violaceas 18 1.96
Cambio de coloracion del margen del peciolo
o Verde 108 11.75
e Pardo oscuro 71 7.72
e Franjaancha violacea 185 20.13
Rayado blanquecino de las hojasy el pseudotallo 6 0.65
Cambio en el habito de crecimiento de la planta
1. Hojaserectas 93 10.12
2. Roseta 21 2.28
3. Abanico 8 0.87
Pseudotallos finos 26 2.83
Horecimiento precoz (9 meses) 14 1.52
Unién de dos 0 més cambios 50 5.44
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2-04 Estudio en condiciones de campo de seis lineas seleccionadas
in vitro frente al cultivo filtrado de Alternaria solani (Sorauer) en

papa S. tuberosum L. var Desirée.
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Palabras claves: Tizén temprano, papa, cultivo filtrado, mutagénesis, mejoramiento

geneético.

INTRODUCCION

El tizén temprano enfermedad causada
por el hongo Alternaria solani Sorauer y
Alternaria alternata (Fr.) Keissler, segun
Arzuaga e Izquierdo (1983) constituye
economicamente la enfermedad mas
importante que ataca las plantaciones de
papa en Cuba. El principal método de
control empleado ha sido el quimico
pero se buscan variedades resistentes
como solucion a largo plazo (Caligary y
Nachmias 1988).

La variacién somaclonal aparece como
una fuente util y accesible debido a la
variabilidad expresada en la regeneracion
de plantas a partir de callos, protoplastos,
embriones en cultivo y cultivo de
meristemos; esta puede ser aumentada
con el empleo de la mutagénesis in vitro.
Las plantas regeneradas presentan dife-
rencias en cuanto a caracteristicas
morfolégicas, madurez y respuesta ante
el ataque de patogenos; si ademas se
cuenta con métodos efectivos de selec-
cion utilizando toxinas, medios selectivos
y seleccion ante los patégenos, se
incrementa significativamente la frecuen-
cia de obtencion de plantas tolerantes o
resistentes.

La variacion somaclonal como variabili-
dad en si, es inferior desde el punto de
vista del mejoramiento a la que se puede
producir por medios fisicos y quimicos
ya que las frecuencias de mutaciones
génicas y puntuales pueden ser aumen-

tadas manejando los tipos y dosis de ra-
diaciones fundamentalmente
(Pérez,1992).

El empleo de toxinas de caracter hospe-
dero-especifico en la busqueda de plan-
tas resistentes a enfermedades brinda la
posibilidad de su uso en programas de
mejoramiento como agente selectivo, in-
corporado a los medios de crecimiento
en callos para la realizacién de
bioensayos, asi como estudios relacio-
nados con la interaccion huésped-pato-
geno (Lorenzo etal., 1992).

Tomando en consideracion las afectacio-
nes de este patégeno en nuestras condi-
ciones y la susceptibilidad que en mayor
0 menor escala muestran las variedades
que se cultivan actualmente en nuestro
pais nos propusimos en este trabajo eva-
luar en condiciones de campo la respues-
ta al ataque del tizon temprano en seis
lineas seleccionadas in vitro frente al cul-
tivo filtrado de Alternaria solani.

MATERIALES Y METODOS

Las lineas seleccionadas se obtuvieron a
partir de callos irradiados de la variedad
Desirée (susceptible); estas fueron some-
tidas a la accion del cultivo filtrado de
A. solani en condiciones in vitro segun la
metodologia desarrollada por Veitia y Dita
(1995). Posteriormente se multiplicaron,
adaptaron y se sembraron un total de 1
000 vitroplantas por linea en condicio-
nes de campo en la Estacién Experimen-
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tal de Remedios (IBP).Las evaluaciones
respecto a la enfermedad se realizaron
de acuerdo a la escala aprobada por el
comité de expertos de Sanidad Vegetal
ampliada a la categoria de afectacion para
la evaluacién del tizon temprano en papa.
Como testigo resistente se empled la es-
pecie Solanum chacoense.

Los parametros evaluados fueron los si-
guientes: brotacion, altura de las plantas,
numero de tallos, incidencia de la enfer-
medad, nimero de tubérculos por plan-
tay peso total de los tubérculos por plan-
ta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar la respuesta de las lineas fren-
te alaenfermedad se observo que exis-
tié un grupo de estas que tuvieron un
mejor comportamiento durante el trans-
curso de las evaluaciones, no difiriendo
significativamente del testigo resistente.
Sedestaco lalinea L-27 que alcanzé gra-
dos de afectacién similares a la especie
Solanum chacoense empleada como tes-
tigo resistente; le siguieron con menor
grado de afectacion las lineas L-30 y L-
101. Las restantes lineas (L-107, L-38 y
L-93) alcanzaron grados de afectacion si-
milares al testigo Desirée (susceptible).
Estos resultados permitieron afirmar que
tres de las seis lineas estudiadas, selec-
cionadas in vitro con el cultivo filtrado de
Alternaria solani, han presentado en cam-
po resistencia o tolerancia a la enferme-
dad lo cual corroboré los resultados ob-
tenidos por Martinez y Mantell, (1994)
quienes lograron trabajando con
Alternaria solani en Solanum phujera
Juz,et Buk correspondencia entre las plan-
tas seleccionadas in vitro y las seleccio-
nadas en condiciones de campo.

El comportamiento agronémico de las li-
neas que mostraron resistencia o toleran-
cia ala enfermedad fue superior (L-27 y
L-30) o similar (L-107) a la variedad origi-
nal.

Como resultado de las evaluaciones rea-
lizadas en condiciones de campo las li-
neas L-38 y L-93 presentaron los por-
centajes de supervivencias mas bajos res-
pecto alas demas lineas y el testigo, de
igual forma se comportaron en cuanto a
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la altura y al nimero de tallos por planta.

En relacion con los resultados referidos
al peso total de los tubérculos por planta
se obtuvo que las lineas L-27 y L-30 pre-
sentaron valores superiores en compara-
cion con el testigo Desirée, la L- 107
alcanzé valores similares y por el contra-
rio las lineas L-38, L-93 y L-101 mostra-
ron pesos muy inferiores con respecto al
testigo y las demas lineas evaluadas. En
cuanto al numero de tubérculos por plan-
ta se obtuvo que la L-107 produjo el
mayor numero, los resultados de las res-
tantes lineas fueron similares al testigo
Desirée que produjo 6.77 tubérculos por
planta. Las lineas L-38 y L-93 tuvieron los
valores mas bajos, produciendo 4.58 y
4.87 tubérculos por planta, respectiva-
mente.

BIBLIOGRAFIA

Arzuaga, J. e Izquierdo, F., 1983. Com-
portamiento de la resistencia a
Alternaria solani (Ellis y Martin.) de 9
variedades de papa Solanum
tuberosum L. en condiciones contro-
ladas. Cult. Trop. 4 (2) .p.303-311.

Caligary, P D.S. y Nachmias, A.1988.
Screening for fiel resistance to early
blight (Alternaria solani) in potatoes.
Potatoes Res. 31:451-460.

Lorenzo, P.; Ramos, M: y Hernandez, M.
M. 1992. Extraccion de la toxina pro-
ducida por el hongo Alternaria
alternata Cultivos Tropicales 13 (1):
67-69.

Martinez, P. y Mantell, S.,1994. Seleccion
in vitro de resistencia al tizon tempra-
no (Alternaria solani Sorauer) en la
papa criolla (Solanum phureja Juz.et
Buk).

Pérez, P.J., 1992. Mejoramiento conven-
cional vs Cultivo in vitro. Primer cur-
so FAO-Francia-Cuba sobre técnicas
modernas de mejoramiento y multi-
plicacion de especies agamicas.

Veitia, N; Dita, M. A., 1995. Estudio de
los metabolitos producidos por
Alternaria alternata (Fr.) Keissler sobre
vitroplantas y callos de papa (Solanum
tuberosum L.). Trabajo de Diploma
IBP, UCLV. Cuba.



Biotecnologia Vegetal

2-05 Algunos parametros bioquimicos de la interaccién pina-
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del corazdn de la pifia, Phytophthora.

INTRODUCCION

La pudricion del corazén de la pifia, cau-
sada por Phytophthora spp., constituye la
principal enfermedad fungosa en Cuba,
responsable de pérdidas alrededor del 20
% de las plantaciones. En la actualidad no
se encuentran disponibles fuentes comer-
ciales resistentes, lo que imposibilita desa-
rrollar programas tradicionales de cruza-
mientos. Una alternativa para esta proble-
matica se basa en el uso de la biotecnologia
y la transformacion genética de plantas
(Hein, 1998).

Diversos estudios acerca de las
interacciones planta-hongo, especialmente
en interacciones incompatibles, eviden-
cian la induccién de varios tipos de
isoenzimas que no estan normalmente
presentes en plantas sanas, lo cual ha mos-
trado ser el resultado de la sintesis neta de
proteinas (Lucas, 1998). El hecho sugiere
que la interaccion causa activacion de
genes que codifican estas proteinas y las
reacciones de defensa parecen ser evoca-
das a partir de esta expresion de genes.
Como concepto general, la expresion de
estos genes debe ser suficiente para sopor-
tar las reacciones de defensa que debe
prevenir la infeccion por el organismo in-
vasor. El objetivo de la investigacion estu-
vo encaminado a la caracterizacion
bioquimica de expresion en la principal
senda metabolica conducente al pool
fenilpropanoides, con vistas a establecer
la hipétesis para el estudio de pasos claves
enlaregulacion de la respuesta defensiva
delaplanta.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y material vegetal

Phytophthora nicotianae var. parasitica se
aislé de plantas enfermas y se mantuvo
durante siete dias en jugo V-8 a26° Cy
oscuridad. Vitroplantas de pifia cv. Cayena
lisay el genotipo silvestre Bromelia pinguin
se usaron como las variantes susceptible
(S)yresistente (R), respectivamente. Luego
de tres meses de adaptacion se inocularon
causando una herida en la base de las hojas
y la inmersion en una suspension de
esporas (10° esp/ml). Las plantas controles,
descritas como sanas, fueron sumergidas
en agua estéril.

Evaluacion diferencial de proteinas

Se empled un procedimiento previamente
descrito por Bauw y Montagu (1997), con
ligeras modificaciones. La electroforesis en
SDS-PAGE se realizé en geles de
poliacrilamida al 12%.

Andlisis de fenoles

Se empledé una modificacion del
procedimiento desarrollado por Hoagland
(1990), previamente descrito (Santos et
al.,1996). La determinacion en HPLC se
desarrollé segun el procedimiento de
Carpita (1986).

RESULTADOS

El reconocimiento especifico del patdgeno
es gobernado genéticamente por
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interacciones entre los productos de los
genes de resistencia (R) en el hospederoy
moléculas codificadas en un aislado de
patégeno dado nombrados genes de
avirulencia ‘avr’. (Dang y Holub, 1997).

En la evaluacion realizada a las 12 horas,
se expresaron al menos tres proteinas en
los tejidos del cultivar R inoculado,
ausentes en los tejidos intactos, mientras
que para el cultivar S cuatro de las proteinas
inicialmente expresadas en tejidos intactos
no se detectaron en tejidos sometidos a la
inoculacion. Alas 24 horas se detectd una
banda de proteinas en el genotipo R,
ausente en los tejidos sometidos a la
inoculacion. No obstante, en estos Ultimos
se aprecio un reforzamiento en una de las
bandas, mientras que a las 36 horas, una
de las bandas apreciada en la evaluacion
de los tejidos Rintactos no fue detectada
para los mismos tejidos sometidos a la
inoculacion, al tiempo que fueron
expresadas otras proteinas de elevadamasa
molar y se aprecio un reforzamiento en la
banda de aproximadamente 43 kDa.
Luego de 48 horas del momento de la
inoculacion, una de las bandas de elevada
masa molar no se detecté en los tejidos
dafados para el genotipo R, mientras que
se apreciaron cambios significativos en los
patrones de sintesis de estas biomoléculas.
En los tejidos S se aprecio la sintesis “De
Novo” de al menos dos proteinas.

Transcurridas 60 horas de la inoculacion,
dos bandas detectadas en los tejidos R
intactos no se apreciaron en los sometidos
a la inoculacion. La evaluacion de los
tejidos Sinfestados evidencio la ausencia
de almenos dos proteinas expresadas en
los tejidos intactos y en su lugar la presencia
de otras dos bandas. Alas 72 horas de la
inoculacion con el patégeno el 100 % de
las plantas S mostraron los sintomas visibles
de la infeccidn. Los tejidos resistentes
sometidos a la inoculacién se mantuvieron
respondiendo al ataque del
microorganismo.

El analisis cuantitativo relacionado con la
expresion del “pool” de fenoles en las
vitroplantas mostré una gran variabilidad
en la sintesis y acumulacion de los mismos
en tejidos de hojas con relacion a la
respuesta al ataque del patdgeno. Al
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comparar los patones del cultivar S sin
inocular respecto al efecto de la
inoculacion se observo una drastica
reduccion en los tenores de estos
compuestos a partir de las 12 horas con
marcada diferencia en la evaluacion de las
36 horas, mientras que el cultivar Rmostrd
en este momento especifico niveles
superiores en respuesta a la inoculacion
con el patégeno con diferencias mas
marcadas respecto al control sin inocular
en cuanto al contenido de fenoles totales.

Justo a las 36 horas se detecté la mayor
variedad de fenoles en los tejidos
inoculados y a partir de este momento
aparecié una mayor cantidad de
compuestos desconocidos en los tejidos
resistentes sometidos a la inoculacién con
el patdgeno. En evaluaciones realizadas a
las 72 horas para el cultivar R se aprecio
una degradacion (o conversion) de estas
moléculas, mientras que existié una mayor
acumulacion de las mismas en los tejidos
S. La acumulacién de fitoalexinas o
compuestos antibiéticos es una
caracteristica de los tejidos necrosados,
aunque no se conoce claramente si ello
constituye una causa o un efecto. Lo que
si esta claro que estas moléculas pueden
acumularse en niveles autotdxicos para los
tejidos vegetales, si no existe alguna sefial
que indique a la planta su degradacién o
conversion a moléculas inertes.
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2-06 Seleccion in vitro en condiciones salinas de lineas de arroz
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Gamma.
INTRODUCCION

La utilizacién de variedades tolerantes
representa una de las principales vias para
contrarrestar las pérdidas econdémicas por
salinidad y sodicidad. En el presente tra-
bajo se realizaron varios experimentos
con el objetivo de determinar las concen-
traciones salinas e indicadores a emplear
para la seleccion in vivo e in vitro de
genotipos de arroz tolerantes a la
salinidad, asi como establecer la
radiosensibidad de callos y semillas de la
variedad de arroz Perla de Cuba para el
empleo de las dosis adecuadas en los pro-
gramas de mejoramiento genético don-
de se combinen técnicas biotecnoldgicas
y nucleares.

MATERIALES Y METODOS

El primer experimento estuvo dirigido a
determinar el efecto de diferentes con-
centraciones de NaCly Na,CO, sobre la
germinaciony las etapas iniciales del cre-
cimiento de las plantulas. Se utilizaron se-
millas de las variedades Perla ( suscepti-
ble a la salinidad) y Pokkali ( tolerante).
Las mismas se colocaron en placas de
Petri con papel de filtro humedecido con
10 ml de las soluciones de NaCl ( 50, 100,
150 mM) y soluciones de Na,CO, ( 10,
20, 30, 40, 50, 100 y 150 mM). A los 7
dias se evalud el porcentaje de
germinacion y a los 15 dias se determino
la altura de las plantulas (mm), longitud

de laraiz (mm), masa frescay masa seca
en gramos. Por otra parte se evaluo el
comportamiento in vitro de las varieda-
des estudiadas ante diferentes concentra-
ciones salinas. Se emplearon como
explantes iniciales semillas de las varie-
dades antes mencionadas. Se utilizaron
9 tratamientos, los que se conformaron
con el medio de formacion de callos,
adicionandosele las concentraciones de
NaCl ( 20, 40 y 60 mM) y Na,CO, (10,
20, 30, 40 y 50 mM) establecidas a partir
del experimento anterior, incluyendo,
ademas un control con sal. Los callos se
transfirieron al medio de regeneracion
con las mismas concentraciones salinas
y se colocaron en condiciones de ilumi-
nacion con un fotoperiodo de 16 horas.
Alas 3 semanas se evalud el porcentaje
de callos con brotes y el nimero de bro-
tes por callo, determinandose el porcen-
taje de regeneracion por tratamiento.

También se establecieron las dosis de ra-
diaciones Gamma de Co 60 Utiles, con
el propésito de incrementar la variabili-
dad genética de la variedad Perla. Semi-
llas de la variedad perla fueron irradiadas
con dosis entre 0-1000 Gy, a intervalos
de 100 y sembradas en condiciones de
laboratorio por el método de Sandwich
modificado (Labrada et al, 1983), distri-
buidas en tres réplicas con 300 semillas
por tratamiento, incluyendo el testigo sin
irradiar. Al cabo de los 7 dias se evaluo
el porcentaje de germinacion y alos 15
dias de la siembra se midio la altura de
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las plantulas ( AP) en cm, desde el cuello
de la raiz hasta el apice de la hoja mas
largay lalongitud de laraiz (LR); alos 30
dias se evalué el porcentaje de supervi-
vencia. Estos indicadores fueron utiliza-
dos como criterio de radiosensibilidad. Se
estudié ademas el efecto de las radiacio-
nes sobre la callogénesis y la regenera-
cion de plantas. Para ello se emplearon
dos tipos de explantes. Semillas: Se irra-
diaron con las dosis determinadas en el
experimento anterior ( 0-500 Gy), a in-
tervalos de 100. Se sembraron en el me-
dio para la formacién de callos formados,
la masa fresca de los mismos y se calcu-
laron los porcentajes de formacién de
callos. Posteriormente se transfirieron al
medio de regeneracion de plantas. A los
21 dias se determinaron los porcentajes
de regeneracion por dosis y se evalud el
numero de brotes por callo y por dosis.
Callos: Seirradiaron callos de 21 dias de
incubacién con dosis de 0 a 100 Gy, a
intervalos de 10, utilizando 30 callos por
cada tratamiento. Se evalué en el nUme-
ro de callos con brotes, determinandose
los porcentajes de regeneracion en cada
caso.

Teniendo en cuenta los resultados de los
experimentos anteriores, se estudié el
efecto de las radiaciones y las concentra-
ciones salinas sobre la callogénesis y la
regeneracion de plantas en la variedad
Perla. Se irradiaron semillas con dosis de
100y 174 Gy. Posteriormente se coloca-
ron en un medio de formacion de callos
con la concentraciones ( 0, 20, 40 mM)
de las sales estudiadas. Los callos obteni-
dos fueron transferidos a un medio de
regeneracion con las mismas concentra-
ciones salinas. A las 3 semanas s evaluo
el porcentaje de callos regenerados y el
numero de brotes por callo. También se
irradiaron callos con la dosis establecidas
previamente ( 5y 20 Gy), conformando-
se 12 tratamientos con las concentracio-
nes (0, 20 mM de NaCly 0, 10 mM de
Na,CO,) en el medio de regeneracion, a
los 21 dias se evalud el porcentaje de for-
macion de brotes y el numero e brotes
por callo.
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Se observo el comportamiento de los
regenerantes en condiciones
semicontroladas. Las plantulas obtenidas
a partir del experimento anterior fueron
sembradas en macetas plasticas y colo-
cadas en una camara de crecimiento con
una temperatura de 25+2 grados y un
fotoperiodo de 16 horas-luz. Almomen-
to de la cosecha, en todas las variantes
se seleccionaron al azar 5 paniculas, alas
cuales se les evaluaron los siguientes ca-
racteres: Longitud de laa en cm ( LP),
numero de granos llenos por panicula (
Grll/P), numero de granos vanos ( GrV/
P), peso de 1000 gramos ( PMG) y total
de granos (TG).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con los resultados obtenidos se com-
probo que el Na,CO, ocasiona mayores
dafios a las plantas que el NaCl. Los indi-
ces: altura de las plantas, longitud de la
raiz y masa seca pueden ser utilizados
como indicadores de tolerancia a la
salinidad, en los primeros estadios del
crecimiento de las plantulas. En cuanto a
la respuesta in vivo de la variedad Perla a
las dosis de irradiacién, se encontré que
la altura y la longitud de la raiz fueron los
indicadores mas radiosensibles y se ob-
servo que las dosis con valores por enci-
ma de 500 Gy, provocan drasticas dismi-
nuciones en la supervivencia de las plan-
tas.

En el comportamiento in vitro se eviden-
cid, que la regeneracion resultd mas afec-
tada que la formacién de callos, por el
efecto de las dosis de irradiacion y que la
seleccién de las mismas depende del
material a irradiar. Al evaluar la respuesta
in vitro de la variedad Perla al efecto de
las radiaciones y las concentraciones sa-
linas se encontraron diferencias significa-
tivas en dependencia del aumento de las
dosis y de las concentraciones salinas, asi
como el tipo de sal empleada. Los
regenerantes obtenidos a partir de las
dosis de 100 Gy y 20Gy en medio sali-
no, mostraron los mayores valores en los
componentes del rendimiento.
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INTRODUCTION

The rot heart of the pineapple, caused
by Phytophthora nicotianae var. para-
sitic constitutes the fungous disease
more important for this cultivation in
our country, provoking considerable
lost in the crops of the fruit.. Coppens
and Matos reported this disease for the
first time in Hawaii, in 1994. An im-
portant factor in the development of
the disease is the toxins production,
(Gaumann, 1954) these are freed when
the fungi grows in an appropriate lig-
uid medium. On the other hand, it has
been proven the production of crude
filtered culture with phytotoxic activ-
ity as of Phytophthora cactorum, some-
thing which has permitted to select re-
sistant plants to the disease (Rosati,
1990 and Mezzetti, 1994).

The objective of this work is to obtain
a phytotoxic filtered, as well as its sepa-
ration partially with conferences to de-
velop a selection system of crop resis-
tant to the rot heart of the pineapple,
caused by Phytophthora nicotianae var.
parasitic.

MATERIALS AND METHODS
Microorganism
Phytophthora nicotianae var. parasitic

causative agent of the production of
the heart of the pineapple was isolated

as of plants you sicken, the sheltered
was maintained during 7 days in the
middle of juice cultivation at tempera-
ture of 26° C under darkness condi-
tions. Disks of 1 cm of diameter were
inoculated in erlenmeyer of 250 mL.
Culture medium containing: D - glu-
cose (30 g/L); L-aspargine (2g/L); FeSO,
-7 H,O (1 mg/L); CaCl, - 2 H,0 (10
mg/L); MgSO, - 7 H,0 (0.1 mg/L),
KH,PO, (0.47 g/L); K,HPO, (0.26 g/L),
tiamine (1 mg/L); ZnSO, -7 H,0 (4.4
mg/L); MnCl, - 4 H,0 (0.072 mg/L);
CuSO, - 5H,0(0.079 mg/L); Na,MoO,
-2 H,0 (0.054 mg/L). The pH was ad-
justed to 5.4 and was put on agitation
to the darkness during 24 days. To in-
terval of four days was evaluated the
production of pathogen metabolite in
the liquid medium, based on spectro-
scopic analysis.

Electrophoresis SDS-PAGE

Was performed as described by
Laemmli method (1970). Two-dimen-
sional gel electrophoresis was per-
formed in a BioRad electrophoresis
cell, according to O’Farrell (1975).

Bioassays

Fragments of leaves (4 cm of length) of
the base were submerged in recipients
containing 3mL of the filtered crude
concentrated to the 80 % (v/v). The re-
cipients were put on wet chambers and
similar conditions to the needed by the

49



5to Coloquio Internacional

fungi to produce the disease (necrosis
in the form of mean ellipse).

Partial separation of the Metabolite

The filtered crude of cultivation, con-
centrated to the 80% (v/v) was submit-
ted to a partition process with organic
solvents of different polarities. The
obtained fractions were
chromatographied in sylicagel plates

RESULTS

The figures 1 shows ultraviolet
spectrums of inoculated and control
medium. In the inoculated medium
was observed two maxims around 210-
275 nm region. This indicates the
presence of unsaturated metabolites
with high conjugation in its chemical
structure.
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Figure 1. Ultraviolet spectrum of crude filtrate.

The crude culture filtrate was parti-
tioned with different organic solvents
(Ethyl Acetate and n-buthanol) and ap-
proximately 100 % of phytotoxic ac-
tivity were recovered in the ethyl ac-
etate phase.

To be analyzed the proteins presentin
the aqueous phase by SDS-PAGE was
appreciated three well defined spot
(67-45 kDa). When the proteinaceous
fraction was resolved by two-dimen-
sional gel electrophoresis was found a
spot around 45 kDa with acid proper-
ties (IP» 5.2).
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INTRODUCCION

En areas tropicales y subtropicales de alta
presion demografica, el bananoy el pla-
tano, se han convertido en una valiosa
fuente de carbohidratos y vitaminas, pero
no estan libres de limitantes productivas
como las enfermedades, problemas
virales como el CMV, BSV y BBTV; los
nematodos y el picudo negro y factores
adversos para la obtencion de altos ren-
dimientos (Sandoval, 1996). Lograr una
base clonal relativamente amplia resulta
sumamente importante, entre otras co-
sas, para evitar que el exceso de unifor-
midad genética haga vulnerable el culti-
vo al ataque de una nueva enfermedad,
plaga o a razas mas virulentas (Ventura,
1993). Sin lugar a dudas el platano es la
vianda fundamental en las condiciones
de Cuba, sobre todo en los meses de ve-
rano y otofio, tan escasos en posibilida-
des en el caso de los cultivos de produc-
cién subterranea (Rodriguez, 1991).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron los clones ‘Burro CEMSA’
(ABB), ‘Saba’ (ABB), ‘Americani’ (AAA),
‘Abagba’ (AAB), ‘Zanzibar’ (AAB),
‘Navolean’ (AAB), ‘Montafia de Baracoa’
(AAB), ‘SH 3436’ (AAAA) Yy otros. Se em-
pled en todos los casos el medio de cul-
tivo Murashige y Skoog (1962), (MS); solo
variaron las concentraciones de auxinas
y citoquininas, segun el caso.

Induccion de la variacion somaclonal

El origen de la variacion somaclonal y sus
mecanismos de expresién aun no estan

completamente definidos. Se elaboré una
metodologia que incluyd el uso de altas
concentraciones de BAP y Kinetina, asi
como el aumento del numero de
subcultivos provocando la aparicion de
multiyemas.

Uso de radiaciones ionizantes

En colaboracion con la Agencia Interna-
cional de la Energia Atdmica se desarro-
116 una metodologia para inducir muta-
ciones através de radiaciones ionizantes
(Co 60) en los clones ‘Navolean’ (AAB),
‘Montafa de Baracoa’ (AAB), ‘Zanzibar
(AAB), ‘Burro CEMSA' (ABB) y otros. Se
utilizé una frecuencia de radiacion de 8
Gy/minuto. Se realizaron tres subcultivos
en la fase de multiplicacion.

Estudios de campo

Se evaluaron lotes de plantas de los
clones ‘Burro CEMSA, ‘Zanzibar’y otros,
provenientes del cultivo in vitro y plantas
irradiadas. Se seleccionaron las mejores
plantas (seleccion positiva, para obtener
familias clonales, evaluandose estos dos
ciclos, con testigos). Se determinaron los
indices de variacion somaclonal y sus
principales caracteristicas. Las evaluacio-
nes se realizaron en el momento de la
cosecha con los siguientes parametros:
Dias a la floracién, altura de la planta (m),
grosor del pseudotallo a 1 m (m), nume-
ro de hojas (u), numero de hojas activas
(u), area foliar (m ), nimero de dedos por
racimo, numero de dedos de la segunda
mano, numero de manos y peso del ra-
cimo. Otras evaluaciones se hicieron res-
pecto a la presencia de plagas y enfer-
medades, fundamentalmente de Sigatoka
negra, nematodos, etc.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Induccion de la variaciéon somaclonal

Se disefid una metodologia para lograr
una mayor expresion de la variaciéon
somaclonal, utilizando combinaciones de
6 BAP y Kinetina de acuerdo a los
genotipos, lo cual produce la formacion
de multiyemas. La seleccion de la Linea
9y el somaclon Saba fueron los mejores
resultados los cuales se generalizan en
Cubay otros paises.

Uso de radiaciones ionizantes

Se elaboré una metodologia basada en
la disefiada por Novak (1987), que pro-
voco un alto porcentaje de variacion to-
tal, fundamentalmente en los clones
‘Zanzibar’y ‘Parecido al Rey’ seleccio-
nando 15 somaclones a partir del
‘Zanzibar’, siendo las principales varia-
ciones en una reversion de Horn a French
del 41,3%, disminucion de altura, cam-
bio de coloraciones y ordenamiento del
ahijamiento. Detrimento total de los com-
ponentes de rendimiento fue el resulta-
do en el banano utilizado.

Estudios de campo y selecciéon de
somaclones

Durante tres anos fueron evaluados, en
la Estacién del INIVIT en Camaguey, los
somaclones seleccionados por variacion
somaclonal de los clones ‘SH 3436, ‘Bu-
rro CEMSA'y ‘Saba’ concluyéndose que
las lineas ‘SH 3436 L6’ y ‘SH 3436 L9’
fueron las de mejor comportamiento en
rendimiento (52,09 y 56,19 ton/ha res-
pectivamente) y los menores grados pon-
derados de infestacion (GPI) frente ala
Sigatoka negra (1,33 y 1,33) demostran-
do su tolerancia a esta enfermedad.

Se muestran los resultados de las lineas
seleccionadas por irradiacion a partir del
clon ‘Zanzibar’, observando que las lineas
6; 9; 10; 30; 30A y 13 ofrecen perspec-
tivas por su rendimiento, eliminacién de
los cormos superficiales, disminucién de
altura y ahijamiento ordenado. No se
encontroé tolerancia a Sigatoka negra,
pero siguiendo la metodologia propues-
ta por Pino (1996), puede ser una alter-
nativa apropiada para rescatar los plata-
nos viandas. Con el empleo de técnicas
moleculares (PCR), se demostro que exis-
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ten diferencias entre las lineas y por
métodos de selecciéon temprana se de-
termind que la Linea 13 presenta una
posible tolerancia a Sigatoka negra (Pino,
1998).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIO-
NES

« Lainduccién de mutaciones fisicas
(Co 60) provocé una alta variabili-
dad genética, la cual puede ser apro-
vechada para el mejoramiento
genético de Musa spp., fundamen-
talmente para los clones tipo vianda
(AAB) en caracteres agronémicos
deseables.

« Ultilizar los esquemas propuestos a
corto plazo para la induccién de mu-
taciones, tanto por variacién
somaclonal como por radiaciones.

« Se recomienda generalizar los
somaclones ‘SH 3436 L9’ y el
‘Somaclon Saba’, para aumentar la
variabilidad de estos cultivares, por
sus caracteristicas agronémicas de-
seables y su tolerancia a la Sigatoka
negra, nematodos, etc., con una es-
trategia adecuada.
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INTRODUCCION

El mejoramiento de la yuca a través de
métodos convencionales ha sido usado
por varios programas e instituciones
(CIAT, INIVIT, NRCRI, IITA) logrando
obtener clones de mayor potencial de
rendimiento y tolerancia o resistencia
a plagas y enfermedades (Mbanoso et
al., 1992). Ademas, la combinacion de
genotipos con varios caracteres
deseables resulta dificil para la mejora
por cruzamientos, lo que dificulta el
mejoramiento por esta via de cultivares
que poseen buena adaptabilidad a
determinados ecosistemas y alta
aceptabilidad pero con bajos
rendimientos y susceptibilidad al estrés
bidtico. Por lo anterior, la integracion
de un sistema de mejoramiento desde
los cruzamientos, la induccién de
mutaciones y la transgénesis
constituyen una estrategia para la
mejora de esta raiz tuberosa en Cuba.

El mejoramiento por mutaciones a
través del cultivo de tejidos in vitro
abre grandes posibilidades en la
induccion y seleccion de mutantes en
plantas de propagacion vegetativa
(Novak et al., 1990).

Resultados alentadores en yuca han

sido reportados por Mbanoso et al.,
(1992); Afza et al., (1992) y Zapatas
(1995).

Teniendo en cuenta lo anterior, se
realizé el presente trabajo con el
objetivo de establecer un sistema para
la mejora genética de la yuca por
induccion de mutaciones a través del
cultivo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio
de Biotecnologia del INIVIT con los
clones cubanos ‘Sefiorita’ y ‘CEMSA
74-6329’ del banco de germoplasma.

El material vegetativo fue seleccionado
del banco de germoplasma a partir de
plantas plus segun caracteristicas de
cada genotipo. El stock de plantas
donantes in vitro se establecié segun
metodologia de Medero (1995).

Para la determinacion de la curva dosis
efecto se usaron 20 secciones nodales
de cada clon, las cuales se irradiaron
en el Centro Nacional de Estudios
Aplicados a la Energia Nuclear
(CEADEN) en una fuente de Co®°
(Rayos Gamma) a dosis de 0, 10, 15,
20, 25, 30, 35,40 y 50 Gy. Después
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del tratamiento se pasaron a medio
fresco y se evalud a los 30 dias la
sobrevivencia y muerte de los
explantes para el calculo de la dosis
letal media (DL,).

Para el analisis de la Dosis Letal Media
calculada se utilizoé el Programa de
Raymond (1992) titulado Rrohit Analy-
Sis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el efecto de los diferentes
tratamientos mutagénicos se observo
que independientemente del clon a
medida que aumentaron las dosis de
irradiacién aumento la muerte de los
explantes con los valores mas altos
(letales) a partir de los 35 a 50 Gy.

Para el clon ‘Sefiorita’ la dosis mas
proxima a la DL, fue 20 Gy, con la
muerte total de 12 explantes y para el
clon ‘CEMSA 74-6329’ también
coincidiendo con la dosis de 20 Gy
(DL,,) donde murieron 14 explantes.
Resultados similares fueron obtenidos
por Mbonaso et al., (1992) en otros
genotipos que fueron irradiados a dosis
de 20 y 25 Gy segun DL obtenidas.
Otros autores (Afza et al., 1992) en
genotipos diferentes obtuvieron
resultados similares al usar dosis entre
20y 35 Gy, pero cuando usaron dosis
de 40 Gy reportaron la inhibicién del
desarrollo de la planta.

Para corroborar los resultados
anteriores al aplicar el Analysis de
Prohit (Raymond, 1992) para el calculo
de la DL, se pudo observar que para
el clon ‘Sefiorita’ la DL calculada fue
de 20,22 Gy con un nivel de confianza
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de 95 % y que puede fluctuar en un
rango de 17,23 Gy a 23,64 Gy. Enel
caso del clon ‘CEMSA 74-6329' la DL
calculada fue de 17,67 Gy para un
nivel de confianza del 95 % y que
puede oscilar de 15,71 a 19,59 Gy.
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INTRODUCCION

Mejorar y obtener nuevas variedades de
cafa es una necesidad propia de la
agroindustria azucarera, debido entre otras
causas a la degeneracion varietal, el
creciente incremento de enfermedades y
otros factores ambientales que en conjunto
hacen disminuir las potencialidades de las
variedades comerciales en explotacion (
Milanés, 1996). La induccién de
mutaciones in vitro ha sido utilizada para
generar variabilidad y seleccionar
somaclones utiles ( Nagatoni et al, 1996;
Ahloowalla, 1994; Pérez et al, 1995), por
lo que el estudio del comportamiento de
las poblaciones mutadas in vitro puede
contribuir a mejorar su manejo en la
evaluacion y seleccién de mutantes con
caracteristicas mejoradas.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de esta investigacion se
utilizaron varias cepas obtenidas de plantas
regeneradas de callos de la variedad My
5514 inducidos a mutar in vitro, en el
Instituto de Biotecnologia de las Plantas,
estudiadas en campo en suelos pardos con
carbonato del CAIl “Uruguay” y
comparadas con la variedad donante en
iguales condiciones edafoclimaticas,
evaluandose varios caracteres de
importancia agricola e industrial.

RESULTADOS

Los datos obtenidos en la poblacién de
vitroplantas mutadas, evaluada a los doce
meses, mostrd altos coeficientes de
variabilidad ( CV) en los caracteres brix
superior, diametro de los tallos y habitos
de crecimiento en relacién con la variedad
donante, observandose un incremento de

la incidencia de la roya; el retofio de las
vitroplantas mutadas mostré valores
absolutos superiores a la variedad donante
en los caracteres relacionados con el
potencial azucarero ( brix superior, brix
inferior, brix medio e indice de madurez)
y con CV bajos y estables, la incidencia de
roya fue significativamente inferior a la
variedad donante y el habito de
crecimiento mejord en igual sentido pero
ambos con un alto CV. La primera
multiplicacion vegetativa de las
vitroplantas mutadas mostré un
comportamiento similar al retofio, con
excepcion del habito de crecimiento que
se mantuvo constante en esta poblacion.
Las selecciones realizadas en cadauna de
las poblaciones estudiadas, permitieron
obtener mutantes con caracteristicas
superiores a la variedad donante y bajo
coeficientes de variabilidad; los mutantes
de mejor comportamiento se repiten en
las tres selecciones realizadas, lo que
confirma la posibilidad de obtener
somaclones estables para caracteres
especificos. Del analisis multivariado de los
datos obtenidos se concluye que los
caracteres relacionados con el potencial
azucarero determinan la mayor
variabilidad de las poblaciones estudiadas.
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INTRODUCCION

El Mal de Panama o Fusariosis como se
conoce comunmente es causada por el
hongo del suelo inhabitado Fusarium
oxysporumvar. cubense (Foc), estaes una
de las enfermedades mas destructivas del
Banano (Stover, 1962) y la mas difundida
la cual constituye un desafio para el
montaje de grandes experimentos
(Ploetz, 1997). La enfermedad ha sido
reportada en todas las regiones donde se
cultiva el Banano, con excepcion de
algunas islas del Pacifico, incluyendo
Nueva Guinea.

El objetivo de este trabajo consistio en
obtener las condiciones Optimas de
produccion de metabolitos en filtrados de
Fusarium oxysporum var. cubense y
comparar el efecto fitotoxico del filtrado
crudo sobre plantas adaptadas de
variedades susceptibles, tolerantes y
resistentes a la fusariosis del Banano.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo fungal: El aislado de Foc
utilizado en los experimentos para
obtener filtrados crudos se obtuvo a partir
de restos de cosecha de cultivares de
Banano infectados con el hongo y
conservados en agar de papa glucosado
al2 % (PDA) a 26 °C durante una semana.

Desarrollo de un bioensayo: Las plantulas

de cada uno de los cultivares fueron tes-
tadas cuando presentaban de 5 - 8 ho-
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jas. El bioensayo utilizado consistié en el
punteado de fragmentos de hojas de la
parte central de la hoja, afiadiendo des-
pués en el dafio producido, 5 L de fil-
trado crudo. Se evalud la expresion
sintomatoldgica de necrosis alrededor del
punto de aplicacién a través del tamafio
delalesion

Preparacion del cultivo del hongo en las
diferentes condiciones; A partir del culti-
vo monospérico de Foc cultivado sobre
PDA (2%) durante una semana, se toma-
ron discos de 10 mm de diametro y se
sembraron en erlenmeyers de 250 ml a
razon 1 disco/ erlenmeyer en las siguien-
tes condiciones:

Condicion # 1. Medios de cultivo(en
condiciones dinamico):

1) Medio de Caldo Czapek .

2) ”  liquido de Extracto Malta .

Condicion # 2. Condiciones de cultivo
(en medio Caldo Czapek):

1)  Cultivo dinamico .

2) ? estatico .

Condicion # 3. Luminosidad (en medio
Caldo Czapek y cultivo dinamico):

1)  Luz

2) Oscuridad.

Preparacion del filtrado crudo del hon-
go: Aintervalos de cuatro dias de cultivo
durante 28 dias, se procedio al filtrado y
esterilizacion del medio mediante gasa,
papel de filtro y filtros millipores de 0. 22
micras en cada una de las condiciones
descritas.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se aprecia la presencia de un maximo de
absorcion en la zona cercana a los 220
nm y en 270 nm de longitud de onda
siendo mayor en este Ultimo, a los 16 dias
de inoculado el patégeno en el medio
Caldo Czapek, lo cual nos indica la pre-
sencia de metabolitos producidos por Foc
en el medio de cultivo, no comportan-
dose asi en el cultivo liquido de Extracto
Malta.

Novak (1991) plantea que el cultivo de
laraza 1y raza4 de Fusarium oxysporun
var. cubense han sido utilizado para la
preparacion de filtrados crudos en me-
dio Caldo Czapek incubado en la oscu-
ridad a 25 °C y condiciones estatico, de-
tectandose en los mismos un maximo
de absorcion entre los 270 - 274 nm.

Se obtuvo un comportamiento similar al
descrito, también con un maximo de ab-
sorcion de produccion de metabolitos
producidos por el patdgeno, en la zona
cercana a 220 nmy 270 nm, en condi-
ciones de cultivo dinamico y luz, duran-
te el periodo evaluado. Por su parte Ta-
pia etal. (1998) encontraron alos 21 dias
de cultivo de Fusarium subglutinans en
filtrados crudos de medio Caldo Czapek
en condiciones luz y estatico, la presen-
cia de una fuerte absorcion en la zona
cercana alos 270 nm indicando la pre-
sencia de grupos organicos con
insaturaciones conjugadas.

El filtrado crudo de Fusarium oxysporum
var. cubense mostré una actividad
fitotoxica a las 48 horas (Tabla 1) mas
marcada en las variedades susceptibles
que en las resistentes y tolerantes. Di-
cha actividad se expreso por el tamafio
de la lesién y el tratamiento estadistico
de los resultados, lo cual nos da la evi-
dencia que el filtrado crudo obtenido
bajo las condiciones de cultivo dinami-
co y luminosidad, puede ser utilizado
como herramienta para futuras estrate-
gias en el campo del mejoramiento
genético, con el proposito de seleccio-
nar resistencia a Foc en el cultivo del
Banano.
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Tabla 1. Efecto fitotdxico del filtrado crudo pro-
ducido por Fusarium oxysporum var. cubense
sobre diferentes cultivares de Banano.

Cultivares Influencia de filtados crudos
Area de la leson en mm?
FHIA-01 (R) 0.1a
Gran Enano (R) 2.5b
FHIA-18 (T) 3.6b
Manzano (S) 9.2c

Experimentos con aislados de Fusarium
solani han mostrado la presencia en el fil-
trado del cultivo de una fitotoxina de bajo
peso molecular, el cual inhibe la
brotacion y el crecimiento de las raices,
ademas de causar necrosis en los tallos y
hojas de Soja (Baker, 1994).

BIBLIOGRAFIA

Baker, R.A., 1994. Soybean Sudden
death Syndrome: Isolation and
identification of a new phytotoxin
from cultures of the causal agent
Fusarium solani. (Abstr.)
Phytopathology 84: 1144..

Novak, F. J., 1991. In vitro mutation
system for crop improvement. En:
Plant Mutatation Breeding for Crop
Improvement. IAEA, Vienna. 2: 327
- 342

Ploetz, R. C., 1997. The major diseases
of banana in the subtropic. Book
of Abstracts. International
Symposium on Banana in the
Subtropics. November: 51.

Stover, R. H., 1962. Fusarial wilt
(Panama Disease) of Bananas and
other Musa species.
Commonwealth Mycological
Institute, Kew.

Tapia, R; R. Santos; Magalis Quincose;
L. M. Pena; O. Borras; Barbara
Companioni; Maria A. Blanco y J.
L. Gonzalez, 1998. Estandarizacién
del proceso para la obtencion de
metabolitos de Fusarium
subglutinans y su efecto en callos
de pifia. Cultivos Tropicales 19(2):
51 —55.

57



5to Coloquio Internacional

2-12 Ciclo de la enfermedad, sintomatologia e histopatologia de la
pudricion del corazén de la pifia causado por Phytophthora
nicotianae var. parasitica sobre vitroplantas.

Yania Rodriguez, Marais Mosqueda, Orlando Borras, Maida Arzola, Maria C.

Pérez y Barbara Companioni.

Centro de Bioplantas. UNICA. Carretera a Moron Km. 9. CP 69450. E-mail:

fisiopat@bioca.edu.cu

Palabras claves: Phytophthora nicotianae var parasitica, pifia, pudricion del corazén de

la pifia..
INTRODUCCION

La pifia es afectada por multiples
enfermedades, ya sea de indole
parasitario o no parasitario, que influyen
desfavorablemente en los rendimientos,
una de las mas importantes es la
pudricion del corazoén, alcanzando
pérdidas considerables. La pudricién del
corazén de la pifia, causada por
Phytophthora nicotianae var. parasitica
fue reportada en Hawai (Coppens y
Matos, 1994) y generalmente esta
enfermedad aparece en areas donde se
cultiva la pifia.

El agente causal es capaz de atacar a
plantas de diferentes edades, pero las
plantas jovenes resultan ser las mas
susceptibles. El microorganismo provoca
cambio de coloracioén en las hojas y olor
fétido, en algunos casos el sintoma se
hace solo visible cuando las hojas son
desprendidas faciimente (Pegg, 1993). El
objetivo de este trabajo fue hacer un
estudio sintomatologico,
histopatolégico, y del ciclo de la
enfermedad para profundizar mas en el
conocimiento de la misma, con vistas a
trabajos futuros de resistencia y
seleccion de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento del Patogeno

El microorganismo se aislé a partir de
plantas que presentaban sintomas de la
enfermedad. Las muestras se lavaron con
agua corriente durante 15 minutos, se
desinfectaron con hipoclorito de calcio
al 2 % y se sembraron en camaras
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humedas durante 72 horas a 28 °C,
posteriormente se pasaron a PDA al 2
% a 28 °C durante una semana.

Ciclo de la enfermedad vy
sintomatologia

Para el estudio de las formas de
penetracion del patégeno, ciclo de la
enfermedad, y sintomatologia se
inocularon vitroplantas de la variedad
Cayena lisa de la Serrana mediante
diferentes técnicas con una dilucion de
esporangios y zoosporas de 10°esporas/
ml (para la obtencion de las zoosporas
se mantuvo la dilucién de esporangios
a4 °C durante 15 minutos). Para el caso
de la técnica del pinchazo y corte de raiz
las plantas estuvieron sumergidas en la
solucién durante 24 horas,
posteriormente fueron plantadas en
macetas con suelo + cachaza (1:1) en
casas verdes. Se realizaron observaciones
cualitativas diarias a cada uno de los
tratamientos hasta la aparicion de los
sintomas. En el estudio sintomatolégico
se evaluaron los sintomas tipicos de la
enfermedad como cambio de coloracion
en la base de las hojas, olor fétido y
desprendimiento de las hojas.

Histopatologia

Para el analisis histopatolégico se
tomaron hojas de vitroplantas de la
variedad Cayena lisa de la Serrana,
inoculadas en el experimento anterior.
Las muestras se fijaron 48 horas en FAA
(Formol-alcohol-acido acético), y se
lavaron en agua corriente durante 24
horas. La deshidratacion se realizé con



TBA (alcohol butilico terciario)
(Johansen, 1940). Las muestras se
incluyeron en bloques de parafinay se
cortaron entre 5y 8 micras. Se uso la
técnica de tincién doble safranina y
verde rapido. Los cortes tefidos se
montaron en balsamo de Canaday se
realizaron las observaciones en el
microscopio 6ptico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Phytophthora nicotianae var. parasitica
presenta un micelio ramificado,
plurinucleado, no tabicado cuando es
joven, los esporangios son papilados y
en forma de limon, también se pueden
encontrar clamidosporas de tamafio vari-
able. En vitroplantas de pifainoculadas
el hongo germina directamente en
presencia de agua y con altas
temperaturas, emite un tubo germinativo
el cual puede penetrar por las axilas de
las hojas, por las raices y por heridas o
de forma indirecta por medio de
zoosporas, las que se forman a bajas
temperaturas. Después de la penetracion
dentro de la hoja se forma un micelio
ramificado, el cual se disemina por
dentro y fuera del tejido a medida que
avanza la enfermedad. A vitroplantas de
pifia que presentaban los primeros
sintomas se les eliminaron las
condiciones 6ptimas de temperatura 'y
humedad y la infeccién se detuvo, por
lo que se infiere que el desarrollo de la
enfermedad esta regido principalmente
por la temperatura y la humedad.

Urquijo et al. (1971) en un estudio
realizado en papay tomate sefialan que
el ataque a la planta por hongos de este
género depende en gran medida de las
condiciones atmosféricas,

En observaciones realizadas a
vitroplantas de pifia inoculadas con P.
nicotianae var. parasitica se determind
que en las plantas infectadas el primer
sintoma es un cambio de color en las
hojas mas jovenes, pasando de verde a
verde amarillento, a medida que la
enfermedad avanza las hojas pueden ser
facilmente desprendidas de la planta. El
tejido blanco de la base de la hoja toma
una apariencia humeda y un olor fétido.
Se aprecia una franja carmelita que
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separa la parte verde y blanca de la hoja.
La parte basal de hojas infestadas
muestran lesiones que aumentan
rapidamente que pueden llegar a cubrir
toda la hoja causando la muerte de la
planta. El punto de crecimiento del tallo
tiene una apariencia blanda con una
coloracion amarillo carmelitosa. Todas
las plantas infectadas mostraron esta
sintomatologia Coppens y Matos (1994),
plantean que las plantas de pifa
infectadas por la pudricion del corazén
muestran inicialmente alteraciones en el
color de la hoja, principalmente aquellas
mas jovenes que la hoja D, cambiando
del verde al verde amarillento y a
carmelita comenzando por la punta.
Matos (1995) en un estudio realizado en
plantaciones de pifia infectadas con
Phytophthora nicotianae var. parasitica
plantean que las hojas jévenes infectadas
se desvanecen y elongan, poniéndose
cloroticas.

En cortes realizados a las 36 horas se
aprecio crecimiento del hongo dentro de
los tejidos. A las 48 horas se comenzo a
observar una franja parda que separaba
el tejido sano del afectado. En cortes
realizados en esta zona se observa cdmo
las paredes de la células iban
adquiriendo una coloracion carmelita,
probablemente por la degradacién de
algunos de los componentes de la pared
celular.
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INTRODUCCION

El agente causal del tizon temprano (Al-
ternaria solani Sor.) es un patégeno al que
solo se le conoce su estado asexual; no
obstante presenta una gran variabilidad
bajo las condiciones de Cuba y ha sido
reportada por varios autores la presencia
de un numero variado de biotipos, los
cuales difieren en diversos parametros
que van desde su comportamiento en
medios de cultivo hasta la virulencia y
patogenicidad en condiciones de campo.

Para desarrollar programas de
mejoramiento genético a esta
enfermedad mediante técnicas
biotecnolégicas como la seleccion in
vitro, utilizando como agente selectivo
las toxinas del patégeno, es necesario
trabajar con aislados del hongo que
presenten alta patogenicidad y virulencia.
De lo anterior se deriva la necesidad de
realizar estudios para determinar estos
parametros, seleccionar los que mayores
indices posean, e introducirlos en los
programas de mejora. De esta forma se
seleccionaran individuos resistentes a un
aislado que presente alta patogenicidad,
presumiblemente similar a la encontrada
en condiciones de campo.

Teniendo en cuenta lo anteriormente
planteado el presente trabajo se tuvo
como objetivos estudiar la variabilidad
presente en varios aislados de Alternaria
solani para el establecimiento de
parametros en la seleccion de aislados
para su uso en la seleccion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron aislamientos monosporicos
de Alternaria solani a partir de lesiones
de plantas obtenidas en campos
comerciales de papa var. Desirée en zo-
nas productoras de las provincias Pinar
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del Rio, La Habana, Villa Clara y Ciego
de Avila y se identificaron atendiendo a
los criterios taxondmicos descritos por
Ellis (1971); Barnett y Hunter (1987).

Caracterizacion y diferenciacion de los
aislados de Alternaria solani

s Determinacion de la velocidad me-
dia (mm/dia) diaria de cada aislado,
asi como el color, textura superficial
y tipo de crecimiento de la colonia,
y la pigmentacion del medio de
cultivo PDA.

s Evaluacién de la esporulacion in
vitro. Para ello se utilizé el método
propuesto por Izquierdo (1977). Las
evaluaciones se realizaron alos 5, 8
y 10 dias de incubacién y
consistieron en contar la cantidad
promedio de conidios por 0.5 cm.
Se registraron ademas los conidios en
fase de formacion.

s Evaluacion de la patogenicidad so-
bre plantas de papa. Una suspension
conidial a una concentracién de 10*
conidios/mL de cada uno de los ais-
lados fue asperjada sobre vitroplantas
de papa de la variedad Desirée y la
especie S. chacoense de 35 dias de
plantadas. Las cuales fueron coloca-
das en casa de cristal con condicio-
nes semicontroladas (Temperatura
media de 27.6 °C y Humedad rela-
tivamedia de 80.3%). Las evaluacio-
nes consistieron en determinar el
tiempo de aparicion de los sintomas,
asi como el grado de afectacion pro-
vocado por cada uno de los aislados
sobre las variedades estudiadas, se-
gun la escala aprobada por el Comi-
té de Expertos de Sanidad Vegetal
ampliada a la definicién de catego-
ria de ataque citada por Mayea et al.,
(1990). Se determind la dinamica de
la enfermedad de cada uno de los
aislados.



m  Estudio del comportamiento en Me-
dio de Richard para determinar el
comportamiento y establecer dife-
rencias en cuanto a diferentes
parametros asi como una posible co-
rrelacion entre la patogenicidad de
los aislados y la fitotoxicidad del cul-
tivo filtrado.

m  Se estudio el efecto del cultivo de
filtrado sobre vitroplantas de 30 dias
de cultivo de la variedad Desirée
(susceptible) y la especie silvestre
Solanum chacoense L. (resistente). El
método de aplicacion del cultivo fil-
trado fue el de inmersion de raices
descrito por Hernandez et al.,
(1991). Las evaluaciones se realiza-
ron alas 72 horas y consistieron en
determinar el nUmero total de plan-
tas afectadas por variedades y trata-
mientos, asi como el grado de afec-
tacion segun la escala propuesta por
Dita (1998).

RESULTADOS Y DISCUSION.

Se obtuvieron 8 aislados de Alternaria
solani. HAs46 (San José , Habana),
PAs114(San Cristébal, Pinar del Rio),
VAs4 ( Las Antillas , Villa Clara), VAs9
(Valle del Yabu, Villa Clara), CAs241
(ISACA, Ciego de Avila), CAs242 ( Moron,
Ciego de Avila).

Al hacer un andlisis integral de los estudios
realizados para la caracterizacién y
diferenciacion de los aislados, se observo
que VAs4 y PAs114 fueron los que mayor
velocidad de crecimiento mostraron,
produjeron mayor cantidad de conidios,
provocaron mayores grados de afectacion
en la inoculacion artificial sobre Desirée
y S. chacoense . De igual forma al estudiar
el comportamiento de los aislados en
medio liquido de Richard se aprecié que
VAs4 y PAs114 mostraron los mayores
valores de pH, peso seco, pigmentacion
del medio de cultivo, asi como en el
consumo de sacarosa y el efecto de su
cultivo filtrado fue el que mayores
afectaciones provocéd sobre las
vitroplantas estudiadas. Esto indica que
pudiera existir una correlacion entre estos
parametros, los nos sirven como patrones
para la seleccién de aislados patogénicos
de interés en la mejora de plantas a esta
enfermedad.

Cuando se comparan los resultados
obtenidos en este estudio con los de la
inoculacion artificial se hace notable la
coincidencia en los valores de afectacion
provocados por los aislados en ambos
estudios. Los aislados VAs4 y PAs114, que
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mostraron las mayores afectaciones en la
inoculacion artificial con conidios, son a
su vez los que mayores afectaciones
provocaron cuando se aplico su cultivo
filtrado sobre vitroplantas, en los restantes
aislados también se observo cierta
correlacion. Este resultado sugiere el
papel primario que tiene la produccién
de toxinas por el patdégeno en el
desarrollo de la enfermedad tizén
temprano en papa, esto si tenemos en
cuenta que desde el punto de vista
fisiopatologico A. solani es un parasito
necrotréfico. Ademas evidencia que la
seleccion de genotipos realizada con el
cultivo filtrado de A. solani puede estar
correlacionada con la resistencia a nivel
de invernadero y campo. Martinez (1994)
plantea que esta resistencia es
proporcional y que es altamente
heredable en las progenies siguientes.
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INTRODUCCION

Los platanos y bananos (género Musa)
estan entre los cultivos mas importan-
tes en los paises tropicales y
subtropicales. Juntos ocupan el cuarto
lugar de importancia como alimentos
después del arroz, trigo y maiz en to-
neladas de produccién (Afza et al,
1994). Sin embargo la produccioén esta
seriamente amenazada por varias en-
fermedades causadas por hongos, bac-
teria, virus y nematodos. La induccion
de mutaciones significa crear variabili-
dad genética, que es la base para la
seleccion de caracteristicas mejoradas
(Vuylsteke y Swennen, 1992). La va-
riacion somaclonal como tal, no ofre-
ce grandes posibilidades para la mejo-
ray no es superior que la variabilidad
por la mutagénesis (Pérez Ponce,
1998). Este trabajo pretendi6 hacer un
estudio de los cuatro somaclones se-
leccionados del FHIA-21 irradiado y
compararlos con el FHIA-21 original.

MATERIALES Y METODOS
Como material vegetal en este trabajo
se empled el FHIA-21 (Musa spp) que

tiene el genoma AAAB y fue desarro-
llado por la Fundaciéon Hondureia de
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Investigacion Agricola (FHIA). También
como material vegetal se emplearon los
cuatro somaclones (8-14), (14-23),
(24-14) y el (17-13) seleccionados en
el campo por poseer un bajo porte,
cierta resistencia a la enfermedad
sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis)
y altos rendimientos.

Todos los trabajos de laboratorio se
realizaron en condiciones estériles. Los
instrumentos se esterilizaron en estufa
a 180°C durante 2 horas y todas las
operaciones de inoculacion y transfe-
rencia se realizaron en la cabina de flu-
jo laminar.

Para el medio de cultivo en este traba-
jo se empled como medio basal las sa-
les propuestas por Murashige y Skoog
(1962). El medio de cultivo fue esteri-
lizado en la autoclave vertical a 121°C
de temperatura y una presion de 1.2
Kg/cm? durante 20 minutos. El pH del
medio se ajusté a 5.8 previo a la este-
rilizacion. El medio de cultivo esta
compuesto por las sales MS, 3% saca-
rosa, 4 mg/L de 6-BAP y 0.65 mg/L de
AlA. Se emplearon frascos de cultivo
de 250mL de capacidad, los cuales
contenian 30 mL de medio de cultivo
en estado solido y se colocaron 5



explantes/frasco.

Para las condiciones de incubacion se
usaron camaras de cultivo de luz na-
tural y una iluminacién entre 2500 y
3000 lux, el fotoperiodo propio de la
época del afio y a temperatura de
27+2°C.

Las evaluaciones se realizaron duran-
te tres subcultivos, el 5, 6°y 7. Los
parametros a evaluar fueron: nimero
de brotes, numero de raices, la presen-
cia de multiyemas vy el coeficiente de
multiplicacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los cuatro parametros eva-
luados durante los tres subcultivos, se
pudo apreciar que el somaclon 17-13
tuvo un mejor comportamiento con
respecto a los otros somaclones, inclu-
yendo el FHIA-21 original. Este mismo
somaclon mostré un coeficiente de
multiplicacién cerca de 2 y presento
la menor cantidad de multiyemas, una
forma de regeneracion en la propaga-
cion masiva de plantas, la cualno es la
mas adecuada por la inestabilidad
genética que provoca.

El somaclon 24-14 result6 ser el de mas
bajo coeficiente de multiplicacién, sin
embargo mostré un aumento progre-
sivo durante los tres subcultivos reali-
zados. En los dos primeros subcultivos
el coeficiente fue de 1y en el ultimo
alcanzé 1.61, algo todavia inferior a lo
que lograron los otros somaclones es-
tudiados.
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El somaclon 17-13 presento6 una supe-
rioridad in vitro en cuanto a los
parametros evaluados, con respecto al
resto, incluyendo el FHIA-21 original.
Se concluye que el somaclon de mas
bajo comportamiento fue el 24-14.
Esto resultados confirman una vez mas
la importancia de los estudios in vitro
de diferentes lineas dentro de un mis-
mo cultivar, para la micropropagacion
de cualquier genotipo.
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CULTIVODE TEJIDOS Y CELULAS.

3-01 Cinética del crecimiento de callo de Tilia mexicana ( SCHL).

Blanca Lilia Nader G. y Martin Loépez del Valle

Facultad de Biologia (Xalapa), Universidad Veracruzana (Mex). Fax 0128185233 E-mail:
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INTRODUCCION

Tilia mexicana ( Schl.), es una especie
de importancia econémica y medici-
nal (Arqueta et al., 1994). Esta especie
se ubica en el estrato arbéreo del
bosque mesofilo de montafa (Robert,
1985) y en ocasiones asociadas a
bosques tropicales caducifolio y
subcaducifolio, bosque espinoso y en
terrenos de cultivo; es originario de
México, crece entre los 1000 y 2000
m.s.n.m. Arbol con follaje vistoso,
hojas en forma de corazon, flor color
amarillento formando ramos situadas
en una hoja angosta. Su flor es utilizada
para preparar té de “tila” muy
empleado en la zona centro del pais
(Veracruz, Hidalgo, Tlaxcala, etc.)
(Arqueta et al., 1994) como calmante
de nervios, o contra enfermedades del
corazoén, presion arterial, contra
colicos menstruales etc., Por otro lado,
debido a las actividades humanas, el
tipo de vegetacion de bosque mesdfilo
de montafa, esta tendiendo a
desaparecer, principalmente por la
ganaderia extensiva y estrategias
agricolas de monocultivos.

El cultivo in vitro de células vegetales
y su rediferenciacién hasta plantas
completas abre un sinnimero de
posibilidades experimentales a la
investigacion genética y bioquimica de
los vegetales. El potencial es enorme y
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las aplicaciones que de ello se deriven
revolucionaran la produccion agricola
y produccién industrial de algunas
substancia naturales (Rzedowski,
1978). Las técnicas del cultivo de
tejidos son un importante
procedimiento en la multiplicacion, el
mejoramiento, la conservaciéon de
plantas utiles al hombre. La
micropropagacioén es una de las
técnicas que se aplican en la actualidad
y que reporta muy buenos resultados
en la obtencién masiva de plantas
anuales y bianuales incluyendo
hortalizas, frutillas y plantas de ornato.
Sin embargo, la micropropagacion de
especies perennes no ha progresado al
mismo ritmo encontrandose que en
estos casos los tejidos y o6rganos
altamente diferenciados (maduros) son
poco sensibles a condiciones in vitro.
Elinterés por micropropagar especies
arboreas es principalmente para
disminuir los largos ciclos de vida,
mismos que han hecho dificil la
aplicacion de la genética convencional
en el mejoramiento de estas especies (
Villalobos, 1985).

Objetivo

Determinar por vez primera los
requerimientos nutricionales,
hormonales y de factores fisicos, que
pudieran ofrecer grandes cantidades de



callo de Tilia mexicana y contar con
antecedentes para futuros estudios
biosintéticos.

MATERIALES Y METODOS

Esquejes de arboles adultos de Tilia
mexicana fueron colectados en el
Municipio de Miahuatlan, localizado a
19 °42' |atitud norte y 96° 52' longitud
oeste, situado entre el rango de 1200
a 2000 m.s.n.m. con clima templado
humedo, tipico de la region en la cual,
la vegetacion es de bosque mesoéfilo de
montafna, comprendiendo gran
variedad de especies lefiosas y
abundancia de herbaceas y epifitas.

Los esquejes se utilizaron de un
tamafo de 7 centimetros de largo,
fueron seleccionados de ramas de
nuevo crecimiento; se empacaron en
bolsas de plastico para transportarlos
al laboratorio de Cultivo de Tejidos de
la Facultad de Biologia (Xalapa), donde
se preservaron en refrigeraciona8°C
hasta su desinfestacion.

Desinfestacion

Los esquejes fueron colocados en al-
cohol al 70 % durante 2',
inmediatamente enjuagados con agua
desionizada estéril, a continuacion se
les aplico cloro al 10 % adicionado con
gotas de Tween 80 y microdin,
manteniéndolos en agitacién durante
8, se enjuagaron 4 veces por 5’ cada
vez con agua desionizada estéril, se
colocaron en solucién fungicida
(Benlate) a una concentracion de 400
mg L' durante 10 * y en agitacion
constante, al final fueron enjuagados
4 veces por cinco minutos, cada vez,
con agua desionizada estéril y se
colocaron en solucion antioxidante de
acido citrico y acido ascorbico , am-
bos en concentraciéon de 2.0 mg L.
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Extraccion de yemas laterales

La extraccion de las yemas se efectud
dentro de la camara de flujo laminar y
se realiza con ayuda de escalpelo y
pinzas desinfectadas con alcohol al 80
% y flameadas.Se sujetd el tallo por la
base, se eliminaron las hojas
expandidas, aunque las yemas
disectadas pueden llevar de 3 - 4
primordios foliares cercanas al
meristemo. Las yemas asi obtenidas, se
introdujeron en los frascos de cultivo
cuidando que la base de la misma
(yema ), quedara “sentada” sobre la
superficie del medio previamente
formulado, se colocd una yema por
frasco.

Medios de cultivo

El medio MS (Murashige y Skoog 1962)
se utilizé para la induccién de yemas
laterales complementado con 30 gL
de sacarosa-6.2 g L' de agar
bacteriolégico, reguladores de
crecimiento como; Benzilaminopurina
(BAP) en concentraciones de 0.4, 0.6,
0.8, 1.0 y 2.0 mgL"'. Acido
naftalenacético (ANA) en
concentraciones de 0.2, y 0.4 mgL",
ademas, se adicioné 100 mgL™" de mio-
inositol 1.0mgL"" de acido nitcotinico,
2.0mgL"" de tiamina, 1.0mgL™" de
piridoxina y 20 mgL-' de adenina
sulfatada, como antioxidante se aplicod
10mgL-"' de acido citrico e igual
concentracion de acido ascérbico.

El medio WPM (Smith y McCown
1983), utilizado ampliamente para
plantas lefiosas, fue complementado
con 30g L' de sacarosa, 6.2 gL' de agar
bacterioldgico, los reguladores BAP y
ANA fueron agregados en las mismas
concentraciones estipulada para el (
MS utilizado ), 100 mgL-' de myo -
inositol, 1.0 mgL-" de tiamina, 0.5 mgL-
" de acido nicotinico y piridoxina ,
glicina y glutamina en concentracion
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de 2.0 mgL" ambas y 20 mgL-"' de
adenina sulfatada, el antioxidante
agregado fue acido citrico y ascérbico
en las concentraciones semejantes a las
usadas en el medio MS, se manejo
como regulador alternativo el acido
giberélico en concentracion de 1. 0 mg
L-1

El pH se ajust6 a 5.7 + 0.1 con HCI
1N o Na OH 1N. Los medios fueron
autoclaveados a 121° Cy 1.2 Kg/ cm?
de presion durante 18 minutos.

Medio para induccién de callo

MS y WPM con las variaciones
siguientes: 1.0 mgL-" de Furfuril amino
purina (kinetina) y de BAP; (2,4-D)
acido 2,4 - Diclorofenoxiacético, en
concentraciones de 4,2y 1.0 mg L'

Medio para mantenimiento y
aumento de callo

Medio MS, MS + adeninay MS2. Se
realizaron tres réplicas de cada
tratamiento para peso fresco, tomando
lecturas cada tercer dia durante 21
dias. Para peso seco s6lo se usé una
muestra por cada tratamiento tomando
datos a los mismos intervalos de
tiempo que para peso fresco.

Condiciones de cultivo

Todas las siembras realizadas, se
mantuvieron en condiciones de
intensidad luminica de 1000 a 2000
lux, a una temperatura de 26 °C + 2
con un fotoperiodo de 16 horas luz 'y
8 de obscuridad, con una humedad
relativa del 80 al 90 % excepto, en la
induccion de callo, el cual fue llevado
a obscuridad en su primera etapa
(induccién) y posteriormente para su
proliferacion, se mantuvo en la
condiciones ya mencionadas.
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RESULTADOS

De los medios probados para la
induccion de yemas, tanto el MS como
WPM con sus complementos y
reguladores de crecimiento etc.,
resultaron tener la misma eficacia en
cuanto a liberacion de las yemas, pero
ninguno genero brotes. En cuanto a los
reguladores de crecimiento probados
y su correlacién con la oxidacion de
los explantes, se encontré que las
concentraciones de 0.4, 0.6 y 0.8 mgL-
" de BAP, fueron las que evitaron
oxidacion no asi las altas
concentraciones, en donde ésta
(oxidacion ) se sigue presentando.

El medio WPM + acido giberélico
propicio a nivel de yemas liberacion de
hojas rudimentarias protectoras de
hojas verdaderas y meristemo,
observandose una elongacioén de éstas
hojas verdaderas.

Las yemas que se elongaron, se
indujeron a la formacion de calloy las
combinaciones de Kinetina y 2,4-D
reportaron un rendimiento
insignificante en la formacién de éste,
asi como la combinacion de 1.0 mgL™’
de BAPy 2,4-D en el medio WPM, sin
embargo, la poca formacion de callo
en éste medio, al transferirse a MS +
BAP + 2,4-D dio como resultado una
produccién constante y abundante de
callo, siendo éste de color verde limon
a verde hoja, con algunas partes
blancas, su abundancia en
comparacion con la sembrada fue
multiplicada en aproximadamente de
5 a 8 veces su tamano, es un callo de
apariencia uniforme y friable en un
periodo de 15 dias.

Cinética
Se cuantifico a partir de los resultados

obtenidos en los medios MS, MS+
Adenina y MS2. Estas pruebas



arrojaron resultados interesantes como
fueron; que con la adicion de Adenina
sulfatada se observé una eficiencia
significativa en cuanto al crecimiento
del callo seguido por el tratamiento
con el medio MS2 y el de menor
rendimiento fue el MS.

Por otro lado, los resultados de peso
seco denotan que el medio MS2
propicia un “arranque” activo en
cuanto al crecimiento del callo, pero
ese rendimiento disminuye después de
9 dias y por ultimo en el medio MS éste
“arranque” tarda un poco, pero se in-
crementa ampliamente superando al
tratamiento anterior y se estabiliza
después de 15 dias.

DISCUSION

En el caso especifico de Tilia mexicana
el medio WPM adicionado con
citocininas y auxinas en
concentraciones equivalentes o
incluso en concentraciones mayores
de auxina que de citocina , no ofrecio
un resultado satisfactorio desde el
punto de vista cuantitativo y fenotipico
en la produccion de callo , aunque si
fue el medio (WPM) que adicionado
con AG, permitio a nivel de yemas;
liberaciéon de hojas rudimentarias,
verdaderas y meristemo, aspecto que
podria tomarse como precedente para
una produccioén constante y abundante
de callo en medio MS + BAP+ 2,4,D
por lo que se considera el adecuado
para tal objetivo en Tilia mexicana.

Como en tantos otros cultivos, las
altas concentraciones de reguladores,
en éste caso 1.0y 2.0 mgL"' de BAP
nos parece producen habituacion, y
permiten la presencia de oxidacion,
por lo que fue necesario buscar las
concentraciones adecuadas para
evitarla y, que en éste caso fueron las
menores (0.4, 0.6 y 0.8 mgL' de BAP)
El medio MS + BAP+ 2,4-D se
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considera el adecuado para la
obtencion de grandes cantidades de
callo con caracteres cuantificables
para la especie Tilia mexicana.

El medio MS2(1/2 de Macronutrientes)
puede ser el efectivo para propiciar el
“arranque” de crecimiento de callo en
correlacién a los primeros dias del
cultivo,( lo cual podria implicar un
ahorro en reactivos ).
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INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos constituyen
patrimonio de la humanidad y garantia
de la preservacion de la vida vegetal y
su diversidad en el planeta. Muchos
lugares del mundo se dedican a su
conservacion y entre ellos, en el
Instituto de Investigaciones en Viandas
Tropicales (INIVIT) de Cuba, se
encuentra uno de los bancos de
germoplasma de las raices y tubérculos
tropicales, platanos y bananos mas
grandes de América Latina (Rodriguez,
1990). El mantenimiento en campo de
estas colecciones resulta muy costoso
incluso para paises de alto desarrollo
econdémico por lo que se ha tratado de
encontrar nuevas y mas avanzadas
formas de conservacion de estos
recursos naturales y el cultivo de
tejidos constituye una via de amplias
perspectivas (Medero, 1995).

Para contribuir en la puesta a punto de
las técnicas de conservacion in vitro se
propone el presente software para el
control, almacenamiento, manejo y
distribucién de la informacion sobre los
caracteres a evaluar desde el punto de
vista biotecnolégico en la conservacion
de los cultivos: boniato, yuca, plata-
no, malangay fiame.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue desarrollado en el INIVIT,
en el periodo comprendido entre 1997
y 1998.

Para su concepcion fue decisiva, en pri-
mer lugar, la participacion de los inves-
tigadores especializados en la aplica-
cién de la biotecnologia a los cultivos
que se conservan in vitro y a los que
se encargan de su conservacion en
condiciones de campo, quienes apor-
taron sus conocimientos y experiencias
y recomendaron la literatura cientifi-
co-técnica a consultar sobre dichas
tematicas. Luego se analizo el tipo de
informacién manejada, sus relaciones
y caracteristicas, la forma de presen-
tarla al hacer la entrada y salida de los
datos, la frecuencia de uso que tendria
el sistema, las necesidades de los in-
vestigadores al usarlo, asi como su apa-
riencia final.

La implementacion del sistema se hizo
sobre una plataforma Windows y se
utilizé Borland Delphi, un lenguaje con
excelentes posibilidades para la progra-
macion visual, que permite disefar
aplicaciones de forma rapida, comoda
y facil y que ofrece herramientas muy
utiles y practicas para el trabajo con



bases de datos tal y como lo requiere

un sistema de este tipo (Gonzélez,

1997). Los requerimientos técnicos

para usarlo son los siguientes:

* Computadora 486 o superior.

* Plataforma Windows 3.1 o supe-
rior.

* Contar con las bibliotecas de en-
lace dinamico (dll).

* 4 Mb de RAM.

* Cierta cantidad de espacio dispo-
nible en disco segun volumen de
informacion.

RESULTADOS

BIOCONSER contribuye a facilitar el
trabajo de controlar la informacion in-
herente a los cultivos que forman par-
te del Banco de Germoplasma in vitro
del INIVIT. El sistema se concibio utili-
zando las facilidades de la programa-
cién sobre Windows. La aplicacion
consta de dos formas fundamentales.
La primera es la presentacion que da
paso a la segunda, la mas importante,
en la cual aparecen los elementos de
interaccion con el usuario. En ésta apa-
recen las opciones de entrada de da-
tos sobre los diferentes cultivos, los
reportes sobre la informacion proce-
sada y por ultimo, la posibilidad de
concluir la sesion de trabajo o consul-
ta, saliendo del sistema por el boton
«Salir».

La entrada de datos se resuelve de for-
ma comoda captandolos a través de la
edicién que hace el usuario de la in-
formacion que sobre cada cultivo y
cultivar especifico se le pide (Figura 1).

Para la implementacién del sistema se
utilizaron las herramientas que ofrece
la programacion visual y Borland
Delphi en particular. Entre los
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elementos mas usados se encuentran:
las formas, las multipaginas, algunas de
las facilidades para bases de datos
como las tablas, la barra de
“navegacion”, los ComboBox,
GroupBoxy RadioGroup; los tipos im-
age para hacer mas agradable la interfaz
con el usuario ubicando imagenes del
cultivo, las etiquetas y los botones,
entre otros.

La informacion que maneja el sistema
esta almacenada en los ficheros de
bases de datos llamados Bonivit.dbf
(boniato), Yucavit.dbf (yuca), Platvit.dbf
(platano), Colvit.dbf (malanga
Colocasia) y Namevit.dbf (Aame), que
se actualizan con los datos que intro-
duce el usuario y cuya estructura es,
fundamentalmente, la siguiente: No.
introduccion, Cultivar, Subcultivo,
Explante, Fecha de evaluacion, No. de
explante, Temperatura, lluminacién,
Medio de cultivo, No. de tallos por
planta, Hojas activas, amarillas, muertas;
Raices activas, Raices muertas,
Sobrevivencia, Contaminacion, Altura de
la vitroplanta, No. de entrenudos por
tallo, Planta atipica, Callo basal, Fecha
de implantacién, Multiyemas, Grupo
genomico, Grosor de los explantes,
Yemas axilares, Yemas adventicias,
Grado de oxidacién, Microcormo y
Fenolizacion. Dicha estructura varia
indistintamente segun el cultivo en
cuestion pues cada uno tiene sus
especificidades, mas aun en
condiciones de cultivo in vitro .

Sobre estos datos almacenados se
realizan las acciones que el usuario
ejecuta para obtener los resultados
deseados. Estos se ofrecen en forma de
reportes a través de la consola o la
impresora de la manera sugerida por
los investigadores (por cultivo, fecha de
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evaluacion, implantacion, etc.).

La aplicacion de este sistema ofrece la
posibilidad de un trabajo de gestién
comodo y rapido a través de una
interfaz amigable y agradable al
usuario. Como resultado de aplicarlo,
se conoce y se mantiene actualizado
el estado de los cultivos que se
conservan por esta via biotecnolégica.

CONCLUSIONES

* Laaplicacion informatica ofrece la
posibilidad de un trabajo de

BIDCONSER

gestién comodo y rapido para los
investigadores a través de una
interfaz amigable y agradable al
usuario.

* Constituye una valiosa
herramienta para la actualizacién
y consulta del material
almacenado y permite una mayor
eficiencia en el trabajo de
investigacion.

Boniato: r Tuca I Dlétane

No. Introd. I:I Cultivar
Fecha de
Subcultive I:I Evaluacion
Numero de
Explante Explante
Temperatura 11

No. de

Almhlde‘ y I:'
n Entrenudos
ficphnts por Tallo

Hojas
’7A|:ﬁvas I:I Amarillas

Raices Raices
setvas [ ] suors
Sobrevivencia C

Planta
Atipica

Callo Basal
8 ~ No

remie ——— [ [ [ [« [=] [ [c]

. salir

Figura 1. Forma donde se capta la informacion referente al cultivo del boniato.
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3-03 Determinacién de las condiciones adecuadas para la obtencién
de callos en el clon de iame Blanco o Pelu (Dioscorea alata).

LuisA. del Sol, Victor Medero, Jorge Lépez, Magaly Garcia, José Ventura, Manuel

Cabrera, Yadenis Torres, Miguel Alvarez.

Instituto de Investigacion en Viandas Tropicales (INIVIT), Apartado 6, Santo Domingo,

Villa Clara. E-mail: inivit@quantum.inf.cu

Palabras claves: iame, callos, cultivo in vitro.

INTRODUCCION

El Aame comprende mas de 600 espe-
cies, repartidas desde las regiones tem-
pladas hasta las zonas tropicales hume-
das (Malaurie, 1995), el que representa
el 12% de la alimentacién base de las po-
blaciones de las regiones tropicales hu-
medas. Este cultivo se encuentra afecta-
do por numerosas enfermedades causa-
das por virus, nematodos, hongos y bac-
terias; por lo cual requiere de técnicas de
micropropagacion adecuadas que permi-
tan una rapida y eficiente propagacion de
los materiales libres de enfermedades. El
cultivo de callos tiene un amplio rango
de aplicaciones, por ejemplo es emplea-
do directamente como fuente de mate-
rial celular para estudios bioquimicos,
produccion de metabolitos secundarios
o regeneracion de plantas para obtener
variacion somaclonal (con o sin la apli-
cacion de mutagenos). También los ca-
llos son muy usados como paso inme-
diato para la iniciacion de suspensiones
celulares (Hall, 1991).

MATERIALES Y METODOS

Como fuente de material vegetal se em-
plearon vitroplantas del clén Blanco o
Pelu iniciadas de segmentos nodales de
plantas desarrollas en condiciones
controladas(Mederos, 1997). En el primer
experimento se probd la influencia de
diferentes hormonas (Kinetina, 2,4-D y
Picloram) sobre 3 tipos de explantes (seg-
mentos de hojas jovenes, peciolos y seg-
mentos de tallos). Para lo cual se aplica-
ron los siguientes tratamientos:

1-Kinetina 5mg/I
2-2,4-D 1mg/l
3-2,4-D 2mgl/l
4-2,4-D 3mg/l
5-2,4-D 4mgl/l

6-2,4-D 6mg/l

7-Picloram 1mg/I

8-Picloram 2mg/I

9-Picloram 4mg/I

10-Picloram 2mg/l'y 2,4-D 3mg/I

Estas hormonas se probaron sobre un
medio basal MS (Murashige y Skoog,
1962) suplementado con Biotina 1mg/l,
ANA 1mg/l'y AIA 1mg/l. En otro experi-
mento se prob¢ el efecto de laluz en la
formacion de callos partiendo de seccio-
nes de hojas y 2,4-D en concentracion
de 4 mg/l. Los experimentos se evalua-
ron a los 60 dias de cultivo, analizando
la presencia o no de callos compactos y
con aspecto nodular. Los datos se anali-
zaron estadisticamente mediante el pro-
cedimiento no paramétrico K-W.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el efecto de las diferentes com-
binaciones hormonales sobre los distin-
tos tipos de explantes, pudo comprobar-
se que existié una respuesta de cada tipo
de estos ante las hormonas estudiadas en-
contrandose diferencia altamente signifi-
cativa (X?=38.53 p< 0.01), la hormona
2,4-D en la concentracion de 4mg/l fue
la que proporciond el mayor porcentaje
de callos (66.6%), como puede verse en
la figura 1. De los 3 tipos de explantes

71



5to Coloquio Internacional

estudiados el mas adecuado resulto ser
los segmentos de hojas jovenes (40.9%),
seguido de los peciolos (27.5%), como
puede verse en la figura 2 (X?=3.69 p>
0.05). Esta respuesta de los explantes
puede explicarse si nos basamos en la
edad fisiolégica de los mismos y en el gra-
do de diferenciacion, ya que las hojas 'y
los peciolos por ser mas jévenes que los
segmentos de tallos ofrecen una mejor
respuesta(Litz y Jarret, 1993; Gomez,
1998) . Al analizar la influencia de la luz
sobre la formacion de estos callos se pudo
comprobar que la oscuridad favorece este
proceso, alcanzando niveles superiores a
la luz (oscuridad 66% y luz 15% y dife-
rencias altamente significativas entre ellas
X?=22.34 p< 0.01) como se puede apre-
ciar en lafigura 3, estos resultados coin-
ciden con las condiciones propuestas por
Hall (2) para formar callos a partir de rai-
cesde Daucus carota.

%
707

60 =
501 ml'm
40 mlm
301 il mlm

201 = 1M -
101 = IH -
0

12 3 45 6 7 8 9 10
Tratamientos

Figura 1: Efecto de los diferentes
tratamientos sobre la formacion de callos.

%
451

401
351
301
251
201
151
101

51

Tallo Hoja Peciolo

Figura 2:Influencia de los diferentes tipos
de explantes sobre la formacién de callos.
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Luz Oscuridad

Figura 3: Efecto de la iluminacién sobre
la formacion de callos
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3-04 Organogénesis directa de Aporocactus flagelliformis (Zucc) Lem.

Maribel Hernandez Torres y Blanca Lilia Nader.

Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, Universidad Veracruzana, México. E-mail:

nader@edg.net.mx

Palabras claves: organogénesis directa, cactaceas, cultivo in vitro.

INTRODUCCION

Aporocactus flagelliformis es una planta
epifita que pertenece a la familia de las
cactaceas, pueden encontrarse tanto en
zonas desérticas como semidesérticas,
soportando temperaturas extremas, son
usadas en la industria medicinal, en el
forrajeo, en la industria cosmetoldgica,
etc.

(Bravo, 1978). Aporocactus flagelliformis
es una especie que dentro del Diario
oficial de la Federacion esta considerada
como cOmo una especie rara y
endémica, posee ademas importancia
médica ya que sus flores en infusién
sirven para tratar padecimientos
cardiacos.

La micropropagacion es una de las
técnicas aplicadas en la actualidad con
resultados satisfactorios, debido a que
a través de ellos se obtiene una
multiplicacion masiva de plantas
anuales y bianuales, incluyendo a las
cactaceas y otro tipo de plantas como
las orquideas( Rublou, 1993).

Los primeros intentos de propagacion
masiva de cactus in vitro inicié hace
mas de 30 afios (King, 1957). La
propagacion que se obtiene por
técnicas in vitro en cactus facilita la
reproduccion clonal rapida de especies
cuyos factores productivos se limitan
por efectos tanto ambientales como
fisiolégicos de la planta ayudandola

con la uniformidad genética y
morfoldgica y al mismo tiempo puede
esta producirse bajo estrictas normas
fitosanitarias logrando una alta calidad.
Los avances en este campo son aun
limitados debido a que la metodologia
es relativamente nueva y a que el
conocimiento de la genética y la
bioquimica de muchas plantas es muy
escaso o nulo.

OBJETIVO

Obtener brotes multiples a partir de
tallo como explante de Aporocactus
flagelliformis ( Zucc) Lem como
alternativa para su produccién masiva.

COLECTAY DESINFESTACION

La especie se colectd en laregidon de
Chiconquiaco, zona localizada a una
altitud promedio de 2300 m.s.n.m. Fue
trasladado a la Facultad de Biologia en
bolsas de plastico y mantenidos en
condiciones de invernadero para su
posterior tratamiento.

La desinfestacion del explante se inicié
con lavados superficiales de agua
corriente y detergente por 15 minutos,
se sumergio en alcohol 70% por un
minuto y se enjuag6é con agua
desionizada estéril, posteriormente se
expuso a una solucion de cloro al 30%
mas Tween 80 y Microdin durante 15
minutos, en agitacion, se realizaron tres
enjuagues de 5 minutos cada uno con
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agua estéril, es mantenido en una
solucién fungicida (Benlate 400 mg L-
") durante 10 minutos y sometido a tres
enjuagues como los anteriores,
después del ultimo enjuague se le dejo
en agua para su posterior siembra.

MEDIO Y CONDICIONES DE
CULTIVO

El medio utilizado fue el MS (Murashige
y Skoog, 1962) suplementado con 0.1
mgL-" de ANA, 2.0 mgL' de BAP, 30
gL' de sacarosa, 6.0 gL' de Agar
bacteriolégico. Como antioxidante, al
inicio se aplicé 1.0 gL' de carbén
activado, después acido citrico y acido
ascorbico en concentraciones de 2.5
mgL-" para cada uno, posteriormente
esta concentracion fue aumentada a
3.25 mgL" en ambos reactivos, 1.0
mgL-" de Glicina e igual concentracion
de Adenina sulfatada, el complemento
vitaminico fue: 100 mgL-' de Myo-
Inositol, 2.0 mgL-' de Tiamina, 1.0 mgL-
" de Piridoxina e igual concentracion
de Acido nicotinico. El pH fue ajustado
a 5.7 £+ 1 con NaOH 1N o HCL 1N
(Cardenas, 1991), el medio fue
esterilizado por 18 min. a 1.2 kg/cm?
de presion. Los cultivos fueron llevados
para su incubaciéon a las siguientes
condiciones de temperatura, 24-28 °C,
con un fotoperiodo de 16/8 hrs luz/
obscuridad y una humedad relativa de
85a90%.

CULTIVO DE BROTES

El explante utilizado fue el tallo, el cual
posterior a su desinfeccion se le
realizaron cortes transversales y
longitudinales de aproximadamente 1
cm., los cuales fueron colocados sobre
frascos que contenian 20 ml de medio
MS y subcultivados cada 3 semanas.
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INDUCCION DE LA RAIZ

Brotes de 4cm de longitud son
transferidos a medio MS adicionado
con 1.5mg L' de AIB + 1.0mg L' de
kinetina y colocados en lotes de 10
frascos en oscuridad y otro lote con la
misma cantidad de frascos sometidos
a fotoperiodo de 18/6h. En el
transcurso de un mes , empiezan a
aparecer de 2 a 4 raicillas por brote y
en algunos se presentaron raices
adventicias.

ADAPTACION AL SUELO

Los brotes fueron retirados del medio
de cultivo y lavados con agua destilada
estéril para remover restos de agar, se
sumergen en solucién bactericida
formulada por 400 mgL' de
estreptomicina disuelta en agua estéril
donde se mantienen por 30', de aqui
se pasan a solucion fungicida de 400
mgL-' de Benlate disuelto en agua
desionizada estéril por 30'. Los brotes
son pasados a recipiente plastico (vaso)
de aproximadamente 4 cm de alto y
con una mezcla de tierra, arena y
arenilla en proporciones en peso 1:1:1
( que previamente habia sido
autoclaveada a 1,2 kg./cm? por 30'),
en donde se conservan cubiertos con
bolsas de polietileno por 15 dias
siendo regadas con solucion MS
reducida a un tercio en su contenido
de sales, las bolsas son perforadas para
el libre paso de aire del exterior al in-
terior. En otros 15 dias mas, este
polietileno es retirado y la planta esta
adaptada y se contintia regando con
agua desionizada estéril.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se probd6 carbdn activado como
antioxidante con resultados negativos,



al cambiar a acido ascérbico y citrico
en una concentracion total de 5.0 mgL-
" los resultados tampoco fueron
satisfactorios ya que todas las siembras
manifestaron oxidacion en la base del
explante, se optd por aumentar las
concentraciones de estos mismos
acidos en 7.5 mgL" y los resultados
fueron los esperados.

Con respecto a los brotes, cada
explante formo6 aproximadamente 3,
los cuales crecieron a diferentes
tiempos, es decir, unos emergieron
antes que otros; la presencia de estos,
se manifest6 en 20 dias posteriores a
su siembra. La longitud de los brotes
fue aproximadamente de 1 a 13 mm
en su etapa inicial y con
concentraciones de 2.0 mgL-' de BAP,
sin embargo, cuando se usa una
concentracion menor es bajo, como es
para los casos de 1.0 mgL-"y 0.5 mgL-
1.

El enraizamiento de los brotes que se
colocaron en oscuridad se etiolaron,
pero aportaron mayor presencia de
raices adventicias, en cambio los
explantes sometidos a fotoperiodo,
reportaron los mejores resultados en
cuanto a numero de raices, longitud,
asi como, menor cantidad de raices
adventicias y se generaban mas brotes.

Para establecer la técnica de
desinfestacion se realizé un barrido
cloral, encontrando que la mejor
concentracion fue de 30% por 15min.
Debido a la presencia de hongos fue
necesario aplicar una solucién
fungicida. Para controlar la presencia
de oxidacion en los explantes se uso
carbon activado sin embargo, este no
controld el problema por lo que se
opté usar como antioxidante acido
citrico y acido ascorbico en
combinacion en concentraciones de
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5.0 mgL'y 7.5 mgL"", siendo la ultima
concentracion la que reporta
resultados altamente satisfactorios.

La formacion de brotes fue mejor a una
concentracion de 2.0 mgL-1 de BAP
de y 1.0 mgL" de ANA, pues fue en
esta donde se obtuvo un mayor
numero. Y para el crecimiento de éstos
seus60.2mgL"de BAPy 1.0 mgL"de
ANA. La presencia de callo en los
explantes aun cuando no fue inducido,
revela la capacidad de la planta de
producirlo. Durante la etapa de
enraizamiento se manifesto la
presencia de raices adventicias y la
etiolacion de los brotes colocados en
la oscuridad a diferencia de los
sometidos a iluminacion.
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3-05 Establecimiento in vitro de apices de plantas adultas de dos
nuevos hibridos cubanos de Papaya (Carica papayal.)
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INTRODUCCION

La multiplicacion in vitro de la papaya
solo se justifica econdmicamente si la
misma se realiza para un genotipo hibrido
(Drew, 1997). Uno de los grandes
problemas que tiene esta metodologia es
los altos porcentajes de contaminacion
in vitro (bacterias y hongos) cuando se
emplea como explante inicial apices o
meristemos de plantas adultas creciendo
en campo.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se emplearon
plantas adultas de dos nuevos hibridos
obtenidos por el programa de
cruzamiento del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas, los cuales
tenian 11 meses de plantadas en campo.

Pretratamiento en campo

Antes de la toma de los brotes, las plantas
fueron divididas en dos grupos, el primer
grupo se le realizé el decapitado de la
zona apical de la planta y el segundo
grupo quedaron las plantas intactas.
Posteriormente a ambos grupos de
plantas se les realizaron aplicaciones
foliares de una soluciéon compuesta por
dos reguladores del crecimiento 500 mg/
L de 6-BAP y 1000 mg/L de acido
giberélico, semanalmente, durante 3
semanas consecutivas para inducir el
desarrollo de las yemas laterales. Después
de 1 mes de la ultima aplicacion se
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comenzé la toma de los brotes jévenes,
para ser implantados in vitro ,
realizandose el conteo del nimero de
brotes obtenidos por semana en ambos
grupos.

Desinfeccion

Como primer paso los brotes jovenes con
un tamafio aproximado de 2 cm fueron
lavados con agua corriente durante 5
horas de forma continua, posteriormen-
te fueron tratados con una solucion con
detergente en agitacion en zaranda du-
rante 10 minutos. Luego de este tiempo
se enjuagd con agua corriente nuevamen-
te durante 10 minutos. Al transcurrir este
tiempo se desinfectaron con diferentes
productos para lo cual se realizaron va-
rios experimentos utilizando estos solos
o0 en combinacién: alcohol al 70 %;
Hipoclorito de sodio al 0.5,1,1.5,2y 3
% de cloro activo y una mezcla de
antibidticos (50 mg/ L de gentamicina, 25
mg/ L de estreptomicina y 50 mg/ L de
cefatoxima). Los brotes una vez desinfec-
tados fueron cortados en la cabina de flu-
jo laminar a un tamafo de 1 cm e im-
plantados en tubos de ensayo de 25 x
150 mm, con 1 mL de agua azucarada
estéril (20 g/ L de sacarosa). A los 5 dias
se realiz6 la evaluacion del porcentaje de
contaminacion por bacterias y hongos.
Los apices libres de contaminantes
detectables por observacion visual fue-
ron pasados a tubos de ensayo con 10
mL de medio MS liquido, suplementado
con 6-BAP, 2 mg/ Ly ANAO.1mg/ L so-
bre soporte de papel de filtro para eva-



luar la supervivencia de los explantes a
los 30 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se obtuvieron diferencias significativas
respecto al nUmero de brotes cuando las
plantas fueron o no decapitadas,
alcanzandose un total de 68 y 63 brotes
por planta, respectivamente durante 3
semanas. La solucion de reguladores del
crecimiento aplicada jugé un papel fun-
damental en el rompimiento del efecto
dominante de la yema apical, similares
resultados reportan Reuveniy Shlesinger
(1990).

Con relacion a las sustancias
desinfectantes utilizadas durante el
trabajo, el mejor tratamiento fue la
combinacioén de Hipoclorito de sodio al
1 % durante 10 minutos y posteriormente
la sumersion de los explantes en la
solucion de antibidticos durante 30
minutos, logrando porcentajes de
establecimiento entre 68-75 %. En el caso
del alcohol, aunque se aplicd solamente
durante 2 segundos, provoco
quemaduras en los brotes. Varios autores
emplean hipoclorito de sodio para la
desinfeccion de los brotes o yemas de la
papaya plantadas en invernadero o
campo con concentraciones de cloro
activode 0.3, 1, 1.25y/05.25% (Reuveni
y Shlesinger, 1990; Reuvini et. al., 1990;
Kataoka e Inoue, 1991; Castillo et al.,
1997; De Winnaar, 1997). Singh et.
al.(1997) emplean solos o en
combinacién diferentes antibidticos para
eliminar la contaminacién bacteriana,
alcanzando altos valores de
establecimiento (78 %), similares a los del
presente trabajo y utilizando brotes de
plantas con 14 meses en campo.

El estado juvenil de los brotes empleados
con activo crecimiento ayudd en gran
medida a los resultados alcanzados en la
desinfeccion y el establecimiento de los
mismos, similares resultados plantean
Fitch etal. (1997).
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3-06 Cultivo in vitro de Ananas comosus (L.) Merr., ( pifa), cultivar

Cabezona.
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Centro de Biotecnologia Vegetal. Holguin. Carretera a Bayamo. Km. 2.5 Holguin, Cuba.
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INTRODUCCION

Ananas comosus (L.) Merr., (Pifa), es
una planta diploide ( 2n=50
cromosomas ), con excepcion de la
Cabezona, la cual es un triploide natu-
ral, autoincompatible y soélo produce
semillas por cruzamientos entre
variedades de diferentes grupos.

La pifia es econdmicamente la mas
importante especie de la familia
Bromeliaceae. En 1995 ocup6 el
séptimo lugar en la produccién mundial
con 11.7 millones de toneladas, fue la
cuarta fruta mas exportada y la segunda
de mayor popularidad en los paises de
clima templado.

La propagacion vegetativa es el método
fundamental de multiplicacion, en el
cultivo de la pifia el hombre ha
aprendido a utilizar todos los tipos de
materiales de propagacion producidos
por la planta, pero sélo una parte de ellos
se encuentra a disposicion del productor.
La tasa de multiplicaciéon es muy baja por
lo que se ha elaborado todo un arsenal
de técnicas que permiten su
multiplicacion clonal.

La multiplicacion acelerada por cultivo
de tejidos permite incrementar la
disponibilidad de material valioso como
en caso de la seleccion clonal, para las
especies con multiplicacion asexual lenta
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(especies lefiosas como los frutales y
arboles forestales) o para especies
heterocigdéticas multiplicadas por
semillas.

Estas técnicas tienen gran interés por su
aplicacion en los ultimos afios,
fundamentalmente en plantas con pobre
produccion de semillas y una insuficiente
propagacion vegetativa como ocurre con
la pifia. En este cultivo el método de
multiplicacion clonal in vitro ofrece una
nueva dimension al productor al permitir
la rapida propagacion de una variedad
pariendo de un escaso numero de
plantas.

El objetivo de este trabajo fue desarro-
llar la desinfeccién y establecimiento de
yemas axilares de la corona de pifia cul-
tivar Cabezona, para la obtencién de
explantes asépticos que seran utilizados
como punto de partida para la
micropropagacion masiva del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Para el presente trabajo se utilizé la
metodologia propuesta por Daquinta et
al. (1989), para la micropropagacion de
pifa cv. Cayena lisa.

Los materiales (coronas) fueron
deshojados con cuidado. Seguidamente
se realiz6 el lavado con detergente
comercial con ayuda de una esponja,
con el objetivo de eliminar las



suciedades que se adhieren en las partes
donde estaban insertadas las hojas,
dejandose los troncos de corona 30
minutos en agua corriente, esta
operacion se realizo tres veces.

Se utilizaron cinco variantes de
desinfeccion, empleando el Hipoclorito
de Sodio y Calcio a concentraciones
desde 0.5 % hasta 1.5 % durante 10 y
20 minutos, respectivamente, ademas el
Bicloruro de mercurio arazén de 0.2 %
durante 2, 3y 5 minutos.

El medio de cultivo basal utilizado fue el
Murashige y Skoog, 1962. Los medios
de cultivo fueron esterilizados en auto-
clavea121°C, a1.2Kg/cmde presion
durante 15 minutos. El pH se ajustoé a
5.7 previo a la esterilizacion.

El crecimiento de los explantes tuvo lugar
en camaras de luz natural con una
intensidad luminosa de 2500- 3000 lux,
una humedad relativa de 75 £ 5 % y
temperatura de 24 + 2 °C.

Los medios de cultivo se
complementaron con myo-inositol (100
mg/ L); vitaminas de Heinz (10 mL/L);
sacarosa 3 % y agar 5 % y diferentes
variantes hormonales en dependencia de
la fase a estudiar.

Para el procesamiento estadistico de los
resultados se emplearon analisis de
ANOVA simple, auxilidandonos del
procesador estadistico CCS. Los datos en
porcentajes se transformaron segun la
ecuacion x=2 arcsen v % , si no tenian
una distribucion normal. Las compara-
ciones de medias se realizaron median-
te la prueba de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento de los diferentes
métodos de desinfeccion de las yemas
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La desinfeccion del cultivo  comprende
desde la siembra hasta el rompimiento
de la latencia, hecho que se manifiesta
por el enverdecimiento de las yemas y
su aumento de tamafo. Es la etapa mas
dificil del cultivo, debido a la alta
contaminacion que presenta
ocasionando la pérdida de numerosos
explantes.

Los resultados obtenidos en nuestro
trabajo en cuanto a la desinfeccién del
inéculo son los siguientes: las
concentraciones bajas de NaClO ( 0.5
% )y CaClO (0.5 % ), fueron inefectivas
y la concentracion de HgCL, (0.2 %)
durante 5y 3 minutos fue letal para los
explantes. Los tratamientos de HgCl, al
0.2 % por 3 minutos y el NaCIO al 1.5
% durante 20 y 10 minutos
respectivamente dieron los mejores
porcentajes de desinfeccién con 70 y 80
% de efectividad.

Nuestros resultados difieren de los
obtenidos por Daquinta et al. 1989,
quienes utilizaron CaClO al 0.5 % du-
rante 20 y 10 minutos (al tronco de co-
ronas y a las yemas) respectivamente,
para el cv. Cayena lisa serrana, los
resultados antes mencionados se
utilizaron como testigo.

Cisneros et al., 1994, obtuvieron
resultados satisfactorios utilizando HgCI
al 0.2 % durante 3 minutos, obteniendo
altos porcentajes de brotacion y baja
contaminacion de las yemas,
coincidiendo con el tratamiento 4 del
presente trabajo, en el cual se obtuvo
un 70 % de eficiencia.

Comportamiento de la brotacion de
yemas en los diferentes medios de

implantacion

La iniciacion del crecimiento implica el
rompimiento de la latencia de las yemas
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axilares o laterales de pifia, hecho que
se ve favorecido por la presencia de
sustancias inductoras como las auxinas
y las citocininas, planteamiento este que
difiere y concuerda indistintamente con
diversos autores.

Para la induccién de brotes se utilizaron
cinco tratamientos . Los mejores
resultados se obtuvieron en los medios
libre de hormonas y con 0.3 mg /L de
kinetina, aunque no existieron
diferencias marcadas en el nimero de
brotes. El porcentaje de brotacion fue
bajo en todos los casos y el
comportamiento de este proceso por
efecto de los tratamientos con
reguladores no mostré tendencia alguna
que permita atribuir a las fitohormonas
el desarrollo de las yemas.

Daquinta 1989, obtuvo porcentajes de
brotacion hasta de un 45 % en yemas
de la corona de los cultivars Cayena lisa
serrana y Espafola roja, utilizando el
medio MS mas 1 mg /L de ANA y BA
respectivamente.

Comportamiento de los explantes en
los diferentes medios de
multiplicacion

El mejor comportamiento se obtuvo en
el medio de cultivo que contenia 2.1
mg./L de Benciladenina mas 0.3 mg/L
de Ac. Naftylacético, en el cual se
obtuvieron coeficientes de
multiplicacion de 12. El medio de cultivo
suplementado con 1.5 mg/L de
Benciladenina mas 0.3 mg/L de Ac.
Naftylacético fue el de menor niveles de
multiplicacién con 5. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por
Daquinta et al. (1998) y similar a los
alcanzados por Boxus et al. (1991) y su-
perior a los obtenidos por Smith y Drew
(1990) de cuatro brotes en cada
subcultivo. Gutiérrez (1988) obtuvo
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como maximo cinco brotes en medio
sélido, Fitchet (1988) en medio liquido
alcanzo siete brotes de cada yema y
Guzman (1988) en medio liquido en
movimiento logré hasta 34 brotes.

Comportamiento del enraizamiento ex
vitro de los brotes

Se logré el 100 % de enraizamiento y de
supervivencia de los brotes al utilizar el
polvo enraizador a 250 mg/Kg de ANA;
aunque no existié diferencias con el de
125 mg/Kg de ANA, este disminuyd a
medida que se incrementd la
concentracién hormonal del polvo.
Nuestros resultados son similares a los
obtenidos por Daquinta et al (1998),
pero en su caso el mejor
comportamiento lo obtuvieron con la
concentracion de 125 mg/Kg.

En el comportamiento del nimero de
hojas emitidas no se encontré diferencias
entre los tratamientos, aunque los polvos
de menor concentracién del regulador
presentaron un ligero incremento en el
numero de hojas emitidas.

CONCLUSIONES

Se pueden obtener plantas de pifa cul-
tivar Cabezona a través de las técnicas
de cultivo in vitro, incrementando el
numero de plantas en menor tiempo de
cultivo.
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INTRODUCCION

Muchos sistemas de cultivo de diferentes
grados de complejidad pueden ser
utilizados como la base de una seleccion
in vitro y su eleccién dependera de la
estrategia de seleccidon que sera aplicada
y la capacidad de los cultivos para ser
manipulados. Para llevar a cabo estos
estudios muchos autores estudian la
resistencia de los callos propiamente,
mientras que otros toman en
consideracion la resistencia de las plantas
regeneradas a partir de éstos o
directamente de los explantes
seleccionados.

Por tal razén, el conocimiento y control
del proceso de crecimiento vy
regeneracion en las células y tejidos
cultivados son pre-requisitos indispens-
ables para el uso eficiente de los métodos
y técnicas in vitro y consecuentemente
para una 6ptima utilizacion de la genética
de las células somaticas en investigaciones
relacionadas con el mejoramiento y la
obtencién de nuevos cultivares.

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el comportamiento in vitro de
diferentes cultivares de tomate para su
posterior utilizacion en los esquemas de
seleccion a factores bidticos y/o abidticos.

MATERIALES Y METODOS

Los cultivares empleados fueron Cuba C-
2781, Cubanacan-1243 y Campbell-28,
los cuales muestran diferentes habitos de
crecimiento y grados de susceptibilidad

al ataque de patégenos. Para la obtencion
de callos, los segmentos de hojas e
hipocotilos de plantulas germinadas in
vitro, fueron cultivados en el medio MS
suplementado con 2 mg/L de acido
naftalén acético (ANA) y 1 mg/L de
diferentes citocininas: (M1) 6- bencil
amino purina (BAP), (M2): 6-furfuril
amino purina (KIN) y (M3) 6 g,g dimetilalil
amino purina (2iP).

La capacidad para la callogénesis
(induccidény crecimiento) y la rizogénesis
espontanea se evalué de forma cualitativa
mediante una escala de rangos,
analizandose los datos por dos métodos
no paramétricos (Kruskal-Wallis y Fried-
man) y las diferencias detectadas por la
prueba de Student-Newman-Keuls. Se
aplico el estadistico de Spearman para
evaluar la correlacion entre el crecimiento
de los callos y la rizogénesis en cada
medio estudiado.

Para inducir la regeneracion de plantas
directamente a partir del explante se
utilizaron segmentos de hojas, hojas
cotiledonales e hipocétilos de los tres
genotipos, los cuales fueron cultivados en
el medio MS suplementado con 0.175
mg/L de acido indol acético (AlA)y 1.5
mg/L de BAP. La capacidad morfogenética
fue evaluada mediante las variables
porcentaje de formacién de callos, callos
morfogenéticos y callos con desarrollo de
brotes y el nUmero de vastagos/ explante.
Los datos fueron evaluados mediante un
ANOVA de clasificacion doble y las
diferencias detectadas mediante la
prueba de Newman-Keuls al 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que
el analisis de Friedman fue mas efectivo
para detectar las diferencias significativas
que el analisis de Kruskal-Wallis en los
experimentos realizados, lo cual pudiera
deberse a la manera de expresar los
rangos.

Se observaron diferencias significativas
entre los medios de cultivo y las
interacciones genotipo-medio vy
explante-medio utilizado, tanto para la
induccidon como crecimiento de los
callos. Esta respuesta varié en
dependencia del genotipo , ya que
aunque no se detectaron diferencias
significativas entre ellos, se observé un
comportamiento diferencial del cultivar
Campbell-28. El cv. Cubanacan-1243
mostré los mejores resultados en la
induccioén y crecimiento de los callos,
correspondiendo al explante hipocétilo
las mejores respuestas.

Los mejores medios para la induccién de
callos correspondieron a los
suplementados con BAP y KIN, mientras
que para el crecimiento de los mismos
resulté mas efectivo el medio con 2iP, el
cual se considera que tiene un fuerte
efecto como citocinina y por tanto puede
producir una mayor estimulacion del
crecimiento celular.

La correlacion de rangos de Spearman
mostré una correlacion negativa entre los
parametros crecimiento y rizogénesis,
siendo solamente significativa cuando se
utilizé el medio M2.

En cuanto a los resultados obtenidos al
estudiar la capacidad morfogenética se
obtuvieron diferencias significativas entre
los genotipos, explantes y la interaccion
de ambos factores, excepto para la vari-
able porcentaje de formacién de callos
donde no se obtuvieron diferencias
significativas entre los explantes
utilizados.

Para las variables porcentaje de callos
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morfogenéticos y callos con desarrollo de
brotes se observé un comportamiento
similar entre los cvs. Cubanacan-1243y
Cuba C-2781, mientras que para la vari-
able niUmero de vastagos fue evidente la
superioridad del cv. Cubanacan-1243. El
cv. Campbell-28 mostro el
comportamiento mas recalcitrante ante
la diferenciacion in vitro.

En cuanto a los explantes, las hojas
cotiledonales mostraron una mayor
capacidad para el desarrollo de los
vastagos, obteniéndose la mayor
respuesta con el cv. Cubanacan-1243
(12.9 vastagos/ explante).

CONCLUSIONES

* Se demostré que existen diferencias
en lainduccion y crecimiento de los
callos en dependencia de factores
como genotipo, explante y medios de
cultivo.

* Elmétodo estadistico utilizado para
el andlisis de los resultados obtenidos
influye en la respuesta resultando en
este caso mas efectivo el andlisis de
varianza de Friedman.

* La capacidad morfogenética difiere
significativamente entre los genotipos
y explantes utilizados, por lo que es
necesario estudiar en cada caso las
condiciones adecuadas para lograr el
control eficiente del proceso de
regeneracion en las células y tejidos
cultivados in vitro.

* Fue evidente el comportamiento
diferente del cv. Campbell-28, donde
se obtuvieron los valores mas bajos
en todos los indices evaluados, tanto
para la callogénesis como la
capacidad morfogenética,
independiente del explante utilizado.

* Estos resultados permitieron la
caracterizacion de los materiales
objeto de estudio, lo que posibilita la
aplicacion de las técnicas
biotecnolégicas con fines de
mejoramiento genético.
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INTRODUCCION

La region del Noroeste Argentino presen-
ta una gran variabilidad ecoldgica. Las
especies aromaticas nativas representan
una riqueza potencial alternativa parala
reactivacion econdémica de diferentes
areas agroecolégicas de la provincia de
Salta (Argentina).

De la experiencia acumulada por institu-
ciones nacionales, técnicos y producto-
res, en cuanto al valor econémico de al-
gunas especies aromaticas, surgio la ne-
cesidad de desarrollar protocolos de re-
generacion in vitro para Aloysia citriodora
P. (cedron), Aloysia polystachya (Griseb.)
Moldenke (té de burro), Lippia turbinatia
(Griseb.) (poleo), Lippia alba (Mill.) Britton
(yerba sefiorita), Origanum vulgare L. (oré-
gano), con el objeto de definir una me-
todologia tendiente a lograr una produc-
cién masiva de plantas.

MATERIALES Y METODOS

Para la iniciacion in vitro de los cultivos
se utilizaron dos fuentes de explantos:
apices meristematicos y segmentos
uninodales.

El crecimiento de los explantos se ensayo
sobre distintos tratamientos que contenian
las sales y compuestos organicos de
Murashige — Skoog (MS), completo o re-
ducido a la mitad. Dependiendo de la es-
pecie, los medios se suplementaron con
diferentes  fitorreguladores (6
bencylaminopurina, 2- Isopenteniladenina
acido naftalenacético, acido indolbutirico),
en distintas concentraciones. Alos me-

dios de cultivo se adiciond sacarosa al 3%
p/v, la concentracion de agar empleada
fue de 0,7 6 0,35 % p/v (segun la espe-
cie). El pH se ajustd a 5,8 antes de la es-
terilizacion en autoclave durante 20 mi-
nutos a 120 °C. Los cultivos se incuba-
ron a 25°C + 2°C, con un fotoperiodo
de 16 horas (10 W/m?).

Se evaluaron las siguientes variables: lon-
gitud promedio del vastago, longitud pro-
medio de raices, nUmero promedio de
yemas, porcentaje de explantos
enraizados. Las experiencias se disefia-
ron en bloques completos al azar (DBCA),
se aplico el test de Tuckey para el analisis
de la diferencia entre medias de trata-
mientos.

En el 60% de los tratamientos ensayados,
para oréganoy yerba sefiorita, se obtu-
vieron plantulas deseables.

RESULTADOS

En cedron, té de burro y poleo, solo el
10 % de los tratamientos promovié el
desarrollo de plantulas, en el 90% res-
tante se observé a lo largo de todo el cul-
tivo, una oxidacién permanente, la que
no pudo evitarse, con el agregado de car-
bén activado ni repiques continuos.

Es posible lograr una propagacién clonal
via cultivo in vitro de Lippia alba (Mill.)
Britton (yerba sefiorita) y Origanum
vulgare L. (orégano) y esta técnica puede
ser utilizada en programas de mejora-
miento. En Aloysia citriodora P. (cedrén),
Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke (t&
de burro) y Lippia turbinatia (Griseb.) (po-
leo) se deben ajustar las condiciones para
hacer eficiente esta metodologia.
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INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos constituyen la
suma de todas las combinaciones de
genes producidas durante el proceso evo-
lutivo de una especie. Comprenden des-
de las especies silvestres de uso agricola
hasta genes clonados (Anénimo, 1998).

Los recursos fitogenéticos de Carica pa-
paya han sido conservados tradicional-
mente a través del almacenaje de semi-
llas certificadas, siendo esta ademas su
principal via de propagacion. Por tanto
los productos resultantes de los trabajos
de mejoramiento genético son vulnera-
bles a la conservacion tradicional y resul-
ta necesario establecer alternativas para
la conservacion de hibridos o nuevas va-
riedades, los cuales deben propagase
vegetativamente.

El desarrollo de las técnicas de cultivo in
vitro ha permitido el establecimiento de
nuevos métodos de propagacion y con
ellos nuevas alternativas para la conser-
vacion ex sito del germoplasma. El em-
pleo del método de crecimiento minimo
y las técnicas de crioconservacién son dos
de las estrategias que garantizan la con-
servacion durante periodos medianos 'y
prolongados de tiempo, siendo factible
su empleo en especies de propagacion
vegetativa y semillas recalcitrantes.

Durante el desarrollo de la investigacion
se persiguio desarrollar el método del cre-
cimiento minimo en la conservacion de
hibridos de Carica papaya, por lo cual nos
propusimos los siguientes objetivos: de-
sarrollar condiciones de cultivo in vitro
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que permitan conservar apices de papa-
ya, sin afectarse la supervivencia, a través
del estudio de la temperatura de
incubacioén y el empleo de reguladores
osmoticos en los medios de cultivos, asi
como lograr la recuperacion del material
conservado y su incorporacion a la pro-
pagacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Técnicas y Procedimientos generales

Los ensayos se realizaron con apices de
plantas procedentes de embriones
somaticos cultivados in vitro y correspon-
dientes a la variedad Maradol Rojo. Los
apices, de 0.5 cm de longitud, contenian
la yema apical, una axilar y estaban libres
de hojas. Las plantas fueron desarrolla-
das en medio de cultivo de multiplica-
cion (MM) compuesto por las sales de
Murashige y Skoog (MS) (1962), 0.22 mg/
L de 6 bencilaminopurina (6-BAP),
0.11mg/L de kinetina, 1 mg/L de tiamina,
0.66 mg/L de vitamina B 2 y 30 g/L de
sacarosa.

Como medio de cultivo basal (MB) para
la conservacion se utilizo la formulacion
MS (1962), con 30 g/L de sacarosa, vita-
mina B 12y sin la presencia de los regu-
ladores del crecimiento.

Encapsulacion de los apices para la
conservacion

Durante la realizacién del ensayo se pro-
cedi6 a la encapsulacion de los apices,
utilizando 4 % de alginato de sodio go-
teado por un tiempo de 20 minutos en
Cloruro de Calcio (CaCl,), quedando con-



formadas capsulas de 0.7 mm de diame-
tro. La composicion quimica de las mis-
mas, incluia el medio basal y reguladores
osmoticos como el manitol y el sorbitol
endosisde 0, 5, 10,20y 30 g/L, respec-
tivamente. Las capsulas fueron colocadas
en placas de Petri estériles y almacena-
das atemperaturas de 15, 18 y 26 °C.

Las evaluaciones se efectuaron cada 30
dias, teniendo en cuenta el porcentaje de
brotacion y el periodo de conservaciéon
(meses). Posterior a la conservacion, los
apices fueron transferidos a medio de
multiplicacion con el objetivo de evaluar
el porcentaje de supervivencia y su recu-
peracion en las condiciones normales de
crecimiento, a través del analisis del peso
frescoy el nUmero de brotes por plantas
alcanzado por los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La conservacion de los apices de papaya
in vitro fue posible combinando dosis ele-
vadas de reguladores osméticos (manitol
o sorbitol) y temperatura de incubacion
de 15 °C.

Durante el desarrollo del ensayo y a par-
tir de los dos meses se observo crecimien-
to en los apices y ruptura de la capsula
en los diferentes tratamientos. Los trata-
mientos que contenian el manitol como
regulador osmoético, presentaron los
maximos porcentajes de brotacion, en las
capsulas almacenadas a 26 °C, indepen-
dientemente de la dosis utilizada. Sin
embargo, los conservados en 15 °C mos-
traron porcentajes menores de brotacion,
existiendo la tendencia a disminuiren la
medida que se incrementan las dosis del
regulador osmético. Cuando se utilizé el
sorbitol, la brotacion de los apices fue
reprimida con la dosis de 30 g/L, inde-
pendientemente de la temperatura a la
cual se encontraban incubados.

El menor periodo de conservacion fue de
cuatro meses y se obtuvo en los apices
conservados a 26 °C de temperatura, en
los cuales se observé clorosis y alta mor-
talidad. Sin embargo, el mayor periodo
de conservacion fue de doce meses y se
alcanzé en los apices conservados a 15
y 18 °C.

Roca (1994) sefiala el deterioro irreversi-
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ble de explantes de papa a los seis meses
de conservacion en 24 °C, sin embargo
atemperaturas de 8 y 10 °C el crecimien-
to fue lento y se mantuvo alta la viabili-
dad.

Los maximos valores de supervivencia, de
los apices almacenados a 15 °C, corres-
pondieron a los tratamientos que conte-
nian 30 g/L de los diferentes reguladores
osmoéticos. Suksa etal (1997) sefiala un
efecto perjudicial del manitol en la con-
servacion de apices de papaya, por la
suculencia proporcionada al material ve-
getal, este comportamiento no se presen-
ta en este trabajo.

El comportamiento de los mismos des-
pués del subcultivo a medio de multipli-
cacion resulté satisfactorio al comparar-
se con apices sin el estado de conserva-
cion. El peso fresco de las plantas des-
pués del de la primera transferencia pre-
sento valores en correspondencia con el
testigo; pero el numero de brotes de las
plantas conservadas resulto
significativamente superior en los trata-
mientos que contenian dosis elevadas de
reguladores osmaticos. Este comporta-
miento pudo estar dado por la acumula-
cion, en los tejidos, de aminoacidos como
la prolina, el cual proporciona la recupe-
racion rapida de las plantas después que
cesa el estrés proporcionado.
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INTRODUCCION

Krikorian (1991) expone que todos los
medios parecen beneficiarse en cierto
grado con los suplementos vitaminicos,
amenos que las células se vuelvan verdes
o hasta que ello ocurra; los aditivos
minimos usuales son la tiamina, el acido
nicotinico y la piridoxina. En el presente
trabajo, se estudio la influencia de las
vitaminas en la tasa de multiplicacion del
fiame (Dioscorea alata L.).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron vitroplantas provenientes de
condiciones asépticas, con tres
subcultivos en el medio a experimentar.
Se empled un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial 28,
replicado un cuarto en bloques de cuatro
unidades, donde los niveles fueron
ausencia o presencia de las vitaminas. La
unidad muestra fue de 96 vitroplantas por
tratamiento. Se realizé un analisis de
regresion paso a paso.

RESULTADOS Y DISCUSION
La regresion lineal multiple obtenida para
la tasa de multiplicacion, ajusté

significativamente (P<0.05) a la siguien-
te ecuacion:
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Y=2.59 + 0.04 + 0.20 + 0.05X,+ 0.18
+ 0.05X,- 0.20 * 0.05X X, + 0.41 *
0.06 X,X,X, — 042 + 0.07X,X,- 0.44 +
0.07X,X, + 0.93 £ 0.10 X,X.X, - 0.68
t X1X3X4.

(r = 0.99; R? =0.98).

Cuando se realiz6 el analisis de la
regresion lineal multiple, parala tasa de
multiplicacion se observé que los
mayores coeficientes estaban dados por
la combinacién de los reactivos acido
nicotinico, piridoxina y mioinositol
(XX, X,), asi como la combinacion tiamina
y mioinositol (X X,). También se pudo
observar que las combinaciones de
tiamina, piridoxina y mioinositol (X,X,X,);
acido nicotinico y piridoxina (X,X,);
tiamina y acido nicotinico (X,X,)y acido
nicotinico y mioinositol (X,X,), fueron
inhibitorios de la tasa de multiplicacion y
que la combinacién de dos o mas
reactivos influyeron mas en la misma; o
sea por estimulo o inhibicion, que un
reactivo solo, independientemente a que
el acido nicotinico (X,) y la piridoxina (X,)
pueden ser utilizadas solas.
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3-11 Cultivo in vitro del pimiento Capsicum annuum cv. ‘Verano 1°.
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INTRODUCCION

El pimiento Capsicum annuum consti-
tuye la segunda hortaliza de mayor im-
portancia para Cuba, debido a su gran
demanda tanto para el consumo fres-
co como para el uso industrial.

En el INIFAT existen variedades
promisorias donde es importante la ob-
tencién de semilla original para su ex-
tension y generalizacion, sin embargo
esta puede verse afectada en muchas
ocasiones por el area disponible para
la siembra, ya que al ser plantas
autégamas facultativas las posibilidades
de cruzamientos entre las variedades
son altas, por lo que se limita el desa-
rrollo acelerado de los programas de
mejoramiento genético a la par de la
produccion de semilla.

Por otra parte, la aplicacion de las téc-
nicas de biotecnologia en el mejora-
miento de esta especie esta muy limi-
tada por la baja capacidad de regene-
racion que muestran sus células y teji-
dos cultivados in vitro. Es por eso que
el objetivo del presente trabajo fue
estudiar el comportamiento in vitro del
pimiento cv. ‘Verano 17, para su posi-
ble propagacién y obtencion de semi-
lla de alta calidad por vias
biotecnoldgicas.

MATERIALES Y METODOS

La desinfeccion de las semillas de pi-
miento cv.’ Verano 1° se realizé en
condiciones estériles con un tratamien-
to de alcohol durante 2 minutos y
posteriormente con bicloruro de mer-
curio durante 5°, 10’ y 15’

Las plantulas se desarrollaron en me-
dio de germinacion Knop, en condicio-
nes controladas y a las cuatro o cinco
semanas, los apices y nudos fueron
segmentados y cultivados en el medio
MS (Murashige y Skoog, 1962) suple-
mentado con diferentes concentracio-
nes en forma combinada e indepen-
diente, de 6 bencil amino purina (BAP),
acido indol acético (AlA) y acido indol
butirico (IBA). Ademas se estudio el
efecto de la adicion de la urea combi-
nada con las auxinas.

A los 30 dias de cultivo se determino
el porcentaje de callos y raices y se
evaluaron las variables: indice de mul-
tiplicacion, altura de las plantas y nu-
mero de nudos por tratamiento. Estos
datos se sometieron a un analisis de
varianza con un disefio completamen-
te aleatorizado con 12 repeticiones y
las diferencias significativas fueron de-
tectadas por una prueba de Duncan
5%.
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Con el objetivo de estimular la rege-
neracion directa de plantas a partir de
las hojas, estas se colocaron en el me-
dio MS modificado suplementado con
BAP y AlA en las proporciones: 1:1,
1:1.6 y 1:2.5. La capacidad
morfogenética de los explantes fue
evaluada a los 2 meses de cultivo, ana-
lizandose para ello el porcentaje de
callos, brotes y el nUmero de brotes
mediante una escala cualitativa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré la desinfeccion de las semillas
con todos los tratamientos estudiados,
por lo que se recomienda el uso del
menor tiempo de exposicion en
bicloruro de mercurio.

Los resultados obtenidos mostraron
que los mayores porcentajes de forma-
cion de callos se obtuvieron en los
medios suplementados con diferentes
concentraciones de BAP, cuando se
combind con AIA (0.5 y 0.5 mg/L de
AlA), y cuando se utilizaron estas con-
centraciones de AlA de forma indepen-
diente, aspecto negativo cuando se
desea obtener la propagacién del ma-
terial vegetal. Sin embargo a concen-
traciones mas bajas de AIA (0.1 mg/L)
no se estimuld la formacion de callos.

La mejor respuesta en la propagacion
se obtuvo en los medios MS suplemen-
tados con IBA (3mg/L) mas Urea (10
mg/L) con un promedio de 3.25 nu-
dos/explante y un indice de multipli-
cacion (IM) de 2.42. Ademas también
se logré la formacién de raices y la
adaptacion de las vitroplantas a con-
diciones controladas en bandejas con
materia organica y suelo (50% c/u). Este
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medio no tuvo diferencias significati-
vas en el IM con los medios que se les
adicion6 5 mg/L de AlA 'y 5 mg/L de
urea, ni con 1 mg/L de AlIA'y 10 mg/L
de urea.

Los apices mostraron diferencias sig-
nificativas en el alargamiento de los
brotes y en el IM en comparacién con
los nudos, por lo que se requieren tra-
bajos mas profundos en la interaccién
tipo de explante con diferentes medios
de cultivo para lograr mejores resulta-
dos.

En la regeneracion directa de
primordios a partir de hojas se obtu-
vieron diferencias en los tres medios
de cultivo analizados, obteniendo el
mayor numero de brotes en el medio
MS con la proporcion de 1:2.5 (BAP/
AlA) entre ellos. El medio con la pro-
porcion 1:1 estimulé la formacion de
callos.

CONCLUSIONES

* Elmejor medio de cultivo para la
propagacion de los nudos y api-
ces fue el MS suplementado con
3mg/L de IBA mas 10 mg/L de
Urea.

*  Se encontraron diferencias signi-
ficativas en la propagacion entre
los apices y nudos.

* EIBAP combinado con el AlA tuvo
un efecto negativo en la propaga-
cién del cultivar * Verano 17

*  Selogro la mayor regeneracion di-
recta de primordios a partir de
hojas en los medios MS modifica-
doy suplementado con BAPy AIA
(1:2.5).
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3-12 Influencia del campo electromagnético y el tipo de explante en

la callogénesis de Dioscorea alata L.
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MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de determinar el
efecto de la accion del campo elec-
tromagnético de frecuencia e induc-
cion bajas y el mejor tipo de explante
en la callogénesis de Dioscorea
alata L., se realiza el cultivo in vitro
de esta especie a partir de 40
explantes de tallos y 40 explantes
de hojas procedentes de
vitroplantas. Para la formacién vy
mantenimiento de los callos se uti-
liz6 un medio de cultivo basal cons-
tituido por macronutrientes D-567
(de la Cruz, 1992), micronutrientes
semiconcentrados Murashige y
Skoog (1962), vitaminas Murashige
y Tucker (1969), Fe-EDTA, 20 mg/L
de cisteina, 4.5 mmM de 2,4 - D,
sacarosa al 3 % y agar al 0.8 %; el
pH se ajusté a 5.8. A las 24 horas de
realizarse la siembra, 20 frascos con
hojas y 20 frascos con tallos se so-
metieron a la accién de un campo elec-
tromagnético con un nivel de induc-
cion de 40 G, frecuencia 60 Hz y onda
trapezoidal. La aplicacion electromag-
nética se efectud de forma crénica
(una hora semanal), con un
estimulador electromagnético regio-
nal para cultivos in vitro BioNaK — 03
disefiado y construido en el CNEA.
(Dominguez et al., en proceso edito-
rial). A la cuarta semana se evalud la
variable masa fresca de los callos (g).
Para el procesamiento estadistico se
realizd6 un ANOVA de clasificacion do-
ble y una prueba aproximada de
Welch para igualdad de medias de
dos muestras independientes con
varianza desiguales (Sigarroa, 1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los resultados, se pudo apre-
ciar que los mayores valores de masa fres-
ca (g) se obtuvieron partiendo de
explantes de hoja (P < 0.001); también
se observo un efecto marcadamente
positivo del campo electromagnético,
tanto en hojas como en tallos se ob-
servaron diferencias altamente signi-
ficativas (P < 0.001).

La exposiciéon de células vegetales a
campos electromagnéticos puede
tener una marcada influencia positiva
sobre las mismas.
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INTRODUCCION

El 80% de los trabajos de cultivo in vitro
del boniato se han realizado a partir del
medio basal de Murashige y Skoog (
1962), sin un estudio preliminar de la
influencia de la relacion de los elementos
macronutrientes. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la influencia de la
relacion N:P:K en el establecimiento in
vitro de yemas de boniato ( /pomea
batatas (L). Lam).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron yemas de boniato del clon
Jewel, proveniente de macetas bajo
condiciones naturales. Las condiciones
de cultivo fueron: iluminacion natural
(36umol.m2s™), humedad relativa 80%
y temperatura 24 + 2 °C. Se monto en
un disefio completamente aleatorizado
con arreglo trifactorial y 24 explantes por
tratamiento. Para el procesamiento
estadistico de los datos se utilizo el andlisis
de varianza de clasificacion triple para
contrastes ortogonales establecidos a
priori ( Oestle, 1974). Los tratamientos
consistieron en diferentes
concentraciones idnicas de los elementos
macronutrientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla 1 se muestra la comparacioén
entre los contrastes seleccionados, donde
se aprecia que no existié diferencias
significativas en los medios con diferentes
niveles de nitrégeno

(Contraste C,), sin embargo con
independencia al nivel de nitrégeno,
siempre que el potasio mostré niveles
bajos, se obtuvo un mayor coeficiente de
multiplicacion ( p< 0,001, contraste C,).
El analisis del fésforo en los medios con
bajos niveles de este elemento evidencid
mejores resultados en presencia de
nitrégeno alto y con independencia de
las concentraciones del potasio, con un
mayor coeficiente de multiplicacion ( p
< 0,001, contraste C,), lo contrario
ocurrié con una concentracion baja de
nitrégeno, donde los coeficientes de
multiplicacién aumentaron en los medios
con altos niveles de fésforo con
independencia a la concentracion de
potasio sin diferencias significativas entre
ellos. La evaluacién integral de los
contrastes establecidos mostré mayores
coeficientes de multiplicaciéon en el



establecimiento de yemas de boniato con
las relaciones 30: 1: 10y 10: 3: 10 (tabla
2).

Las medias obtenidas por tratamientos
para la variable analizada se compararon
con el medio de Murashige y Skoog (
1962), donde se determiné que no hubo
diferencias significativas entre los
tratamientos 2 y 3, correspondientes a las
relaciones planteadas anteriormente, sin
embargo se observaron plantas mas
vigorosas, pigmentadas y en muchos
casos enraizadas en el tratamiento 30: 1:
10. Si valoramos que la variable mas
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importante para determinar el nimero
de plantas que se alcanzara por
progresion geométrica es el coeficiente
de multiplicacién, la utilizacién de este
tratamiento nos permite obtener
resultados alentadores en el
establecimiento in vitro de yemas de
boniato. Resultados similares se han
reportado por Saboritetal.,(1997) en el
cultivo del iame, asi como en la papa, lo
cual indica que para las plantas que se
propagan por tubérculos en condiciones
normales, al propagarse in vitro, la
relacion optima de elementos
macronutrientes N: P: Kes de 30: 1: 10.

Tabla 1. Andlisis comparativo entre los contrates seleccionados.

Contraste Niveles Coeficiente de Sgnificacion
multiplicacién
C, N e ! vsN 4 250vs2.72 NS
C, K bajo S Ko (N ato 3.11vs2.34 NS
C, Kosio VS K oo (N bejo) 3.50vs1.45 ek
C4 P bajo vsP alto allo altc) 2.50vs2.17 NS
Cs P 1o V8 Pao Kpso) 4.62vs1.60
Cs Py ajo VS P 4, ( N bajo? Kal(o) 1.40vs1.50 NS
C7 P bajo alto bajo? K bajo) 3.00 vs4.11 NS
0.17

***:p<0.001; NS: No sgnificativo.
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INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos permiten
desarrollar cultivos productivos,
resistentes y de calidad. Ayudan a las
naciones a incrementar la productividad
y sostenibilidad de su agricultura e incluso
adesarrollarse (Anonimo, 1998).

Los recursos fitogenéticos de cafia de
azucar constituyen la base del desarrollo
de los programas de mejoramiento
genético y de produccién de semilla.

El Banco de germoplasma en Cuba
cuenta con 2 575 formas que incluye
especies originales, hibridos nacionales o
extranjeros y géneros afines. Esta cifra
aumenta sistematicamente, a partir de las
nuevas variedades destacadas que surgen
del programa de mejora y del
intercambio con otros paises. A pesar de
los esfuerzos por su conservacion, de la
coleccion han desaparecido decenas de
genotipos y esto ha sido un problema
también en otros paises (Pérez, 1997).

El desarrollo de las técnicas de cultivo in
vitro permite el establecimiento de dos
estrategias de conservacion: el empleo
del crecimiento minimo y con ello se
garantiza la conservacion a mediano
plazo (8 a 12 meses)y la paralizacion to-
tal del crecimiento la cual solo es factible
aplicando las técnicas de
crioconservacion, que garantiza la
conservacion por periodos de tiempos
prolongados.
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Durante el desarrollo de la investigacion
se pretende ampliar los conocimientos
sobre la utilizacion de los métodos
biotecnoldgicos de conservacion y su
utilizacion practica en el mantenimiento
de los recursos fitogenéticos de cafa de
azucar.

Para lo cual se proponen los siguientes
objetivos: desarrollar medios y técnicas
del cultivo in vitro que permitan retardar
el crecimiento de los explantes de cafa
de azucar prolongando los periodos de
subcultivos a medio fresco y evaluar la
recuperacion, a través de la tecnologia de
micropropagacion, en el material
conservado.

MATERIALES Y METODOS
Técnicas y procedimientos generales.

Las muestras correspondieron a la zona
apical o spindle de la variedad IBP 87-
100 y la desinfeccién superficial se
efectud con etanol al 70% durante dos
minutos e hipoclorito de sodio al 2% por
15 minutos. La diseccion de los tejidos y
las transferencias a medio de cultivo
fresco se efectuaron bajo condiciones
aseépticas en camara de flujo laminar.

Las lineas diagnosticadas como negativas
a microorganismos fitopatdgenos fueron
testadas a contaminantes bacterianos que
afectan los procesos in vitro, a través de
la siembra de fragmentos de tejido veg-



etal en medios de cultivo bacteriolégicos
(Leifert, etal., 1994). Los explantes de las
lineas negativas constituyeron el material
de partida en los estudios de
conservacion, seleccionando plantas de
1.5a2cmde altura.

Evaluacion del efecto de dos
formulaciones de sales en los medios
de cultivo para retardar el crecimiento.

Con el objetivo de retardar el crecimiento
de los explantes se estudiaron dos
formulaciones de sales minerales, las
propuestas por Murashige y Skoog (1962)
y las sales propuestas por White (1963),
en ambas se evaluaron diferentes
concentraciones con respecto al 100 %
o total de las mismas.
* Concentraciones minerales
estudiadas.
Sales MS en concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100%.
Sales White en concentraciones de 75%,
100%y 125%.

Las diferentes variantes estudiadas
contenian 30 g/L de sacarosay carecian
de reguladores del crecimiento. Después
de la siembra se incubaron a 18 £ 2°C
de temperatura en camara climatizada,
bajo fotoperiodo de 16 horas luz e
intensidad luminosa de 3500 a 4000 lux
y a 26 +2°C de temperatura en camara
de luz natural. Se consideré como réplica
25 plantas por variante, evaluando el
estado fisioldgico, la supervivencia y el
periodo de conservacion.

Influencia de las bajas temperaturas y
la adicion de reguladores osméticos a
los medios de cultivo en el retardo del
crecimiento.

Teniendo en cuenta los resultados del
experimento anterior se estudia la
incidencia de las temperaturas menores
de 18 °C en el retardo del crecimiento,
evaluando el comportamiento de los
explantes a 12 y 15 + 2 °C,
respectivamente. La formulacién mineral

Biotecnologia Vegetal

utilizada en los medios de cultivo fue la
MS y se suplementd con diferentes
niveles de manitol (0; 10; 20; 30 mg/L),
con el objetivo de incrementar el nivel
osmoético de los medios de cultivo.

Evaluacion de la recuperacion del ritmo
de crecimiento de los explantes
conservados.

En los tratamientos donde se alcanzaron
los maximos periodos de conservacion
fue necesario evaluar la recuperacion del
material conservado, transfiriédolos a
medio de cultivo solidificado de
multiplicacion propuesto por Jiménez
(1995). Después de los 21 dias se
procedié a evaluar el comportamiento de
los explantes conservados, a través del
analisis del coeficiente de multiplicacion,
la supervivencia y la presencia de
variaciones morfoldgicas propias de los
cultivos in vitro de cafia de aztcar, como
son las plantas con crecimiento en
rosetas y variegadas. Los explantes
recuperados se transfirieron a medio de
cultivo liquido suplementado con 1.3 mg/
L de AlA, evaluandose después de 15 dias
el porcentaje de plantas enraizadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del efecto de dos
formulaciones de sales en los medios
de cultivo para retardar el crecimiento.

Los explantes de cafia de azucar
conservados bajo la formulacion de sales
propuesta por Murashige y Skoog (1962)
alcanzaron mayor longevidad y periodo
de conservacion que los almacenados en
la formulacién propuesta por White
(1963). La utilizacion de las sales MS en
la conservacion de germoplasma ha sido
reportada por varios autores en diferentes
especies, como papa, yuca, cafa de
azucar y papaya. (Roca, 1987; Taylor,
1993; Suka et al., 1997; Toledo et al.,
1998 y Pinto de Lemos, 1998).

El comportamiento negativo, en la

conservacion, de los explantes bajo la
formulacién de sales White, pudiera estar
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dado por los bajos niveles de nitrégeno
que presenta, incrementandose la
mortalidad a partir de los 2 meses de
almacenaje y presentando el 70.7 % de
los explantes en mal estado fisiolégico.
Roca (1994) refiere un efecto perjudicial
en el cultivo in vitro de la yuca, niveles
de nitrégeno por debajo de 10 mM.

La temperatura de incubacion resultd
determinante en la prolongacién de los
periodos de conservacion,
independientemente de las
concentraciones minerales estudiadas,
en los tratamientos que contenian las
sales MS. Los tratamientos donde se
combinaron estas sales con la
temperatura de 18 °C se alcanzaron los
maximos periodos de conservacion, sin
diferencias estadisticas en el porcentaje
de supervivencia. Taylor (1993) reporta
la utilizacion de 18 °C de temperatura
en el mantenimiento in vitro de cafia de
azucar por un periodo de 8 meses.
Mientras que Pinto de Lemo (1998)
recomienda la temperatura de 27 °C para
la conservacion, de esta especie en
medios liquidos.

Influencia de las bajas temperaturas y
la adicion de reguladores osméticos a
los medios de cultivo en el retardo del
crecimiento

La supervivencia de los explantes se
afectd cuando se incubaron a 12 °C de
temperatura, ocurriendo la mortalidad
total después de los seis meses de
almacenaje. Considerando por tanto, que
el grado de susceptibilidad de los
explantes de cafa de azucar a las bajas
temperaturas se encuentra por debajo de
los 12°C

.Los mayores periodos de conservacion
se alcanzaron en las variantes
conservadas a 15° C de temperatura
(doce meses), mientras que los incubados
a 18 °C lograron los maximos valores de
supervivencia a los seis meses y a partir
de los ocho meses se incremento
considerablemente la mortalidad. Este
deterioro estuvo dado por mantenerse un
alto ritmo de crecimiento durante el
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periodo de almacenaje, alcanzando hasta
6 cm de altura.

Durante la conservacion de los explantes
de cafia de azucar a 15°C de temperatura
se observo, alos 12 meses, un retardo
significativo del crecimiento cudo se
utilizd la menor concentracion de sales,
correspondiente al 25 %. Este resultado
corrobora lo planteado por varios autores,
los cuales afirman que la disminucién del
contenido mineral en los medios de
cultivos favorece el retardo del
crecimiento debido a las alteraciones que
ocurren en el metabolismo celular.

La presencia de brotes resulté una
caracteristica distintiva en cada uno de
los tratamientos, de forma general, se
observé un estimulo significativo en la
induccién de brotes axilares en los
tratamientos que contenian las diferentes
dosis de manitol, independientemente de
la concentracion de sales minerales del
medio de cultivo. Este regulador
osmotico proporciond a los explantes
almacenados a 15 °C de temperatura una
relacién inversa entre la altura y el
numero de brotes, permitiendo alcanzar
longevidad. Pinto de Lemos (1998) refiere
la presencia de brotes axilares en
explantes de cafa de azucar a los seis
meses de conservados, utilizando el to-
tal de las sales MS.

Los resultados alcanzados durante el
desarrollo de la investigacion le confieren
a las condiciones de crecimiento en
temperatura de 15 °C la posibilidad de
almacenar por un periodo de 12 meses
los explantes de cafia de azucar
cultivados in vitro de la variedad IBP 87-
100. La eficiencia de la conservacion se
incrementé cuando la concentracién
mineral del medio de cultivo se redujo a
Y. o %% de su concentracion total,
alcanzando valores superiores al 80 % de
supervivencia.

Evaluacion de la recuperacion del ritmo
de crecimiento de los explantes
conservados.

A causa del almacenaje se afecto el
coeficiente de multiplicacion de los
explantes recuperando su ritmo de



crecimiento, de forma paulatina, con las
sucesivas transferencias a medio de
multiplicacion

Durante las dos transferencias
realizadas no sé observo la presencia
de variaciones morfolégicas, como
plantas con crecimiento en rosetas y
variegadas. La respuesta de los
explantes en medio de enraizamiento
resulté satisfactoria, alcanzando los
mejores porcentajes en los
tratamientos carentes de manitol sin
diferencias estadisticas con el testigo.
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INTRODUCCION

Las caobas son unas de las especies de
madera valiosas mas codiciadas en el
mercado por su calidad y utilidad. Pro-
cedentes de Centroamérica se introdu-
jo en Cuba la especie S.
macrophylla,King; ésta introduccién
conllevo a la formacidon de un hibrido
interespecifico cuando las dos especies
(S. macrophylla y S. mahagoni) se en-
contraban proximas y con cierto gra-
do de heterosis que ha demostrado
poseer cualidades superiores a sus pro-
genitores en cuanto a crecimiento, ren-
dimiento y susceptibilidad al taladrador
de brotes de las Meliaceas
(Betancourt,1987). El objetivo del pre-
sente trabajo consistio en el estableci-
miento de hojas procedentes de
rebrotes de esta especie, el uso de un
medio apropiado para lograr la
callogénesis asi como el estudio
histolégico de las masas celulares ob-
tenidas como punto de partida para co-
nocer la posibilidad de su diferencia-
cion.

MATERIALES Y METODOS
Los experimientos se llevaron a cabo

en el Laboratorio de Biotecnologia de
las Plantas de la Universidad de Pinar
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del Rio. Se usaron como explantes
hojas provenientes de rebrotes de es-
tacas de Swietenia macrophylla, King x
Swietenia mahagoni,Jacq.

Experimento 1. Establecimiento de
explantes.

Este experimento tuvo como objetivo
establecer asépticamente los
explantes, para ello se realizaron
fumigaciones preventivas cada dos dias
a las estacas, esto permitio, disminuir
los niveles de contaminacion una vez
establecidos los explantes. Para el es-
tablecimiento se utilizé6 un medio MS
con el doble de los macronutrientes,
como medio de base y se mostraron 2
tratamientos uno con carbdén activado
1g/L y otro sin carbén activado ni ca-
seina hidrolizada, se utilizé PVP como
antioxidante en los medios de cultivos.

Experimento 2. Induccién de
callogénesis.

Los explantes establecidos fueron
transferidos a un medio MS y se desa-
rrollaron soa tratamientos hormonales
con 0,5mg/L de 2,4-D y 1mg/L de 2,4-
D, respectivamente. Se usé PVP como
antioxidante en el medio de cultivo.

Una vez logradas las masas celulares



se realizaron cortes histolégicos para
su estudio y determinacion de tejidos
embriogenéticos.

RESULTADOS

Para el establecimiento de los
explantes utilizados resulté que las va-
riantes que incluy? las sales de MS con
el doble de los macronutrientes, casei-
na hidrolizada 250mg/L, carbén acti-
vado 1g/L y el PVP como
antioxidantes; fue la mejor. Se pudo
apreciar que los explantes (hojas entre
16mm- 20mm de longitud) al cabo de
15 dias aun conservaban su coloracion
verde tierno e incluso se produjo una
activacion del crecimiento de las ho-
jas utilizadas, al parecer por la inclu-
sién de caseina hidrolizada en el me-
dio de cultivo ya que ésta influye posi-
tivamente en procesos de sintesis a ni-
vel celular, otro constituyente del me-
dio que favorecio el resultado es el
carbdn activado, el cual redujo los ni-
veles de oxidacion fendlica ya que es
capaz de absorver estos compuestos
que se liberan al medio de cultivo y
que es una de las principales dificulta-
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des para establecer el cultivo en espe-
cies forestales (Mier-Dinkel,1993).

En la formacion de callos resulto favo-
rable la variante en que se us6 1mg/L
de 2,4-D al parecer ésta concentracion
fue factible para activar la divisidn ce-
lular y formar las masas celulares,
obteniéndose callos alos cuales se le
hicieron cortes histologicos para deter-
minar la capacidad de diferenciacion
de las células, resultando éstas con ca-
racteristicas anatdmicas favorables que
hacen factible la posibilidad de rege-
nerar plantas a partir de estos callos
formados.
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INTRODUCCION

Las técnicas de cultivo de tejidos y dentro
de ellas, la embriogénesis somatica,
constituyen una herramienta versatil para
el estudio de problemas basicos y
aplicados de la biologia de plantas y
ofrecen aplicaciones practicas como la
multiplicacién masiva de genotipos
promisorios, considerando esta
posibilidad y teniendo en cuenta la
importancia para la practica productiva
de cuatro clones seleccionados de la
variedad Robusta, especie Coffea
canephora P. caracterizada por su alta
potencialidad productiva que oscila en-
tre 1.5 y 2 t/ha de café comercial, su
rusticidad, resistencia a plagas y
enfermedades, tolerancia al estrés hidrico,
entre otras; se realizé el presente trabajo
con el objetivo de evaluar la incidencia
de diversos factores en el procesos de
embriogénesis somatica, tales como:
efecto de la auxina Picloram en la
induccion de la callogénesis, influencia
del genotipo y de la época del afio en
que se tomaron las hojas sobre la
induccion de callos embriogénicos de
alta frecuencia de formacion de
embriones, ademas de la edad del callo
y la densidad del indculo inicial para el
establecimiento de suspensiones
celulares embriogénicas.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron
explantes foliares procedentes de los
clones C-R, M-229, K-234 y M-28 de
plantaciones establecidas en campo, las
colectas, desinfeccion y diseccion de las
hojas se realizaron segun la metodologia
propuesta por Santana ( 1983). Como
medio de cultivo basal se utilizé el
Murashige y Skoog (1962). Se estudiaron
dosis de Picloram comprendidas entre
0.1y 1g/L con lafinalidad de evaluar la
factibilidad de sus usos en el medio de
cultivo como agente inductor de la
callogénesis a través de las variables peso
fresco y niveles de proteinas totales
(determinados por el método de Bradford
(1976), se inocularon 15 explantes por
tratamiento. Para el estudio del efecto del
genotipo las hojas fuente de los explantes
se colectaron en el mes de julio y fueron
cultivadas sobre los medios de formacién
de callos MFC" (0.5mg/Lde 2,4-Dy 2
mg/L de BAP) y MFC-2( 0.5 mg/L de Pi-
cloramy 2 mg/L " de BAP). Para evaluar
el efecto de la época del afio las colectas
se realizaron durante los meses de enero,
marzo, abril, junio, julio, octubre,
noviembre y diciembre a partir de los
clones C-R y M-229, los explantes se
inocularon en el medio MFC=2, en am-
bos casos se utilizaron 15 explantes por
tratamiento y se realizaron observaciones
semanales hasta los 60 dias de cultivo.



Para determinar la densidad 6ptima de
indculo inicial se utilizaron callos de 28 y
35 dias de edad de los cuatro clones
estudiados. Las siembras en medio sélido
se incubaron a la oscuridad bajo
condiciones de temperatura de 28 °C y
humedad relativa de 70-80%. Para el
estudio en medio liquido se utilizaron
erlenmeyers de 100 mL de capacidad,
una vez inoculados se colocaron en
zaranda orbital a 110 r.p.m., 27 °C de
temperatura y fotoperiodo de 16 horas
luz. Se aplicé un disefio completamente
aleotorizado con arreglos bi y trifactorial.
Los datos se procesaron estadisticamente
realizandose un ANOVAY docimandose
las medias segun Duncan en caso de
significacion al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los niveles de peso fresco obtenidos en
cada uno de los tratamientos evaluados
difirieron significativamente para las
combinaciones hormonales estudiadas.
La combinaciéon hormonal 3 que
contenia 2mg/L -'"de BAP y 0.5 mg/L ' de
Picloram fue la de mejor resultado con
un valor de 1.5 g de peso fresco del callo
en el clon M-229, seguido por este mismo
tratamiento para el clon C-R (1.40 g). Los
menores valores correspondieron a las
combinaciones 5y 7 (0.1y 1.0 mg/L de
Picloram). Se pudo observar que la
incorporacion del Picloram en el medio
de cultivo favorecié notablemente la
formacion del callo embriogénico de alta
frecuencia, sin embargo el
comportamiento de los clones sobre cada
medio evaluado (MFC-'y MFC-?) difirid
significativamente, siendo el clon M-229
el que mayor capacidad de formacion de
callos expresé en ambos medios (89y
98.7%, respectivamente). En cuantoala
época del afio en que fue tomado el
explante, pudo observarse variacion en
los dos clones en estudio desde 59 a 99%
para el clon C-R obteniéndose los
mejores resultados con explantes
colectados en abril y junio y para el clon
M.229 valores entre 61 y 99% durante
los meses abril, junio y julio, esto coin-
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cide con el periodo de floracion y
fructificacion temprana de los materiales
evaluados lo cual pudiera atribuirse ala
presencia de hormonas enddgenas y
otros compuestos en concentraciones
favorables debido a la movilizacion
interna de nutrientes que tiene lugar en
la planta.

Los clones M-229 y K-234 mostraron una
mayor concentracion de células en las
suspensiones celulares difiriendo el resto
de los materiales y aunque no hubo
diferencia significativas entre estos dos
clones es bueno destacar que no se
alcanzé la mayor concentracion de
células en el mismo momento de
desarrollo del callo.

Las densidades del inoculo inicial
comprendidas entre 0.5y 1.0 g MFL
resultaron las mas efectivas para la
multiplicacion y produccién de células
embriogénicas en medio liquido.
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INTRODUCCION

La embriogénesis somatica de plantas
consiste en la obtencion de embriones
somaticos a partir de una célula o un gru-
po de células, esta via de regeneracion
en la actualidad se ha logrado induciren
unas 140 especies procedentes de 86
génerosy 34 familias (Luskse etal., 1997).

En el cafeto varios trabajos describen la
obtencion de embriones somaticos a par-
tir de la induccion de callos
embriogénicos formados de segmentos
de hojas (Van Boxtel y Berthouly, 1996).
Esta via de regeneracion todavia no esta
totalmente dilucidada y aun faltan por
dilucidar algunos eventos morfoldgicos,
bioguimicos y moleculares (Menéndez et
al., 1994). Una de las etapas mas cruciales
en el proceso embriogénico es la
sincronizaciéon de poblaciones
embriogénicas homogéneas, asi como la
busqueda de marcadores tempranos re-
lacionados con el potencial embriogénico
que permitan predecir la formacion de
los embriones somaticos antes que estén
presentes, especialmente al inicio del cul-
tivo donde el numero de las células
embriogénicas es pequefio y deben ser
seleccionadas para obtener frecuencias
de regeneracion adecuadas (Sterk y De
Vries, 1993). Es por ello que resulta in-
dispensable el estudio morfométrico del
proceso morfogenético., nuestro trabajo
por lo tanto se propuso analizar
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morfométricamente la embriogénesis
somatica de C. canephora var. Robusta,
mediante el empleo de un sistema para
el procesamiento digital y analisis
morfométrico de imagenes IMAGCELL
(Vinarde et al., 1995).

MATERIALES Y METODOS

Los embriones somaticos fueron obteni-
dos a partir de suspensiones celulares
establecidas en un medio MS suplemen-
tado con Tiamina (4 mg/L), Inositol (100
mg/L), Cisteina (25 mg/L), Sacarosa (20
g/L), ANA (0.5 mM)y Kinetina (2.3 mM).
Se cultivaron en erlenmeyers de 250 ml
de capacidad con 70 ml de medio, los
mismos fueron colocados en una zaran-
da orbital termostatadaa 110 r.p.m., 27
+2°Cy 16 hluz. El analisis morfométrico
se realiz6 en cada estadio de desarrollo
de los embriones somaticos (células,
agregados, preglobulares, globulares,
acorazonados, torpedos y cotiledonares)
con el empleo del sistema IMAGCELL,
evaluandose cinco variables: diametro
(variable 1), area (variable 2), perimetro
(variable 3), talla (variable 4) y compaci-
dad (variable 5). Con los valores obteni-
dos de las mediciones morfométricas de
las cinco variables, se realizd un analisis
factorial discriminante (Linares et al.,
1986). Se utilizé el paquete estadistico
STATISTICAL para Windows.



RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza evidencié diferen-
cias significativas en la mayoria de los
casos. Se encontro que en el estadio aco-
razonado no existian diferencias signifi-
cativas para la variable 2 (area) y parala
variable 4 (talla). Asi como en el estadio
células y globulares para la variable 5
(compacidad). El comportamiento de esta
Ultima variable en estos dos estadios (cé-
lulas y globulares) es légico ya que la
medida de la compacidad refleja la for-
ma espacial que tienen estos y que mien-
tras mas se acerque al valor maximo de
1, el cuerpo tiende a ser una esfera, y por
tanto las células embriogénicas y los em-
briones globulares toman casi esta forma,
puesto que los valores medios estan muy
cercanosa .

El comportamiento de los valores medios
del diametro en las diferentes fases estu-
diadas fueron superiores a los encontra-
dos por Cevallos (1995) cuando caracte-
riz6 la embriogénesis somatica de C.
arabica var. 9723 en estadios tempranos
utilizando un sistema semiautomatizado
para medicion e interpretacion de ima-
genes.

Los resultados del andlisis factorial dis-
criminante, para cada estadio se pre-
sentanenla Tabla1ayb.
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Para el estadio células, agregados,
preglobulares, globulares, torpedos y
cotiledonares las diferencias mayores
estuvieron dadas para la talla (variable 4).
En todos estos estadios se tomo el eje 1
por tener una contribucién a la
variabilidad superior al 68%.

En la revision bibliografica no se han
encontrado trabajos antecedentes con
relacion a la morfometria de la ES. La
aplicacion de sistemas semiautomatizados
o automatizados para el monitoreo de los
cultivos in vitro se han limitado Unicamente
alainterpretacion de imagenes, tal es el
caso de un sistema sefialado por Guevara
y Castillo (1998) quienes utilizaron un
sistema de interpretacion de imagenes
para clasificar embriones somaticos de
cafia de azucar. Otros sistemas
automatizados han hecho énfasis en el
conteo de células o estructuras que
permitan sustituir el conteo visual
humano, asi se refleja en un sistema
automatizado para el conteo y
clasificacion de células en suspensiones
de cafa de azucar obtenido por Baez et
al. (1998).
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