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Las investigaciones de banano y platano en el laboratorio de biotecnologia del IBE, se iniciaron en el area de la

micropropagacion clonal,

y alcanzaron metas mas complejas como el mejoramiento genético, mediante variacion

somaclonal para banano, y mediante ingenieria genética para ambos, banano y platano. En esta trabajo nos referiremos a
los estudios del cultivo in vitro de meristemos florales masculinos de la variedad élite Cien Bta 03, sometidos a la
induccién de una combinacién del medio nutritivo de Murahige y Skoog (8), con la adicién 5 mg I'de BAP y 15% de
agua de coco, y reportaremos diferentes procesos diferenciacién En los estudios de pifia, hemos reportado con la
propagacion in vitro de varias variedades y ecotipos (3, 2, 4, 9). A partir del 2009 estos estudios se enfocaron en la
clonacion de ecotipos de pifia autocténos del Amazonas venezolano con el fin fortalecer el sistema agricola de la
comunidad Piaroa de esa region. Para la entrega de ese material es necesario la evaluacion de su estabilidad genética. En
este trabajo presentamos los resultados del analisis de marcadores moarfoanatémicos de vitroplantas de Tabe Kéana, como

indicadores de su estabilidad genética.

Introduccion

La fruticultura en Venezuela ocupa el tercer lugar
dentro del sector agricola vegetal. Existen 167.691
Ha de frutales y una produccién 2.232.088 TM por
afio. Se producen comercialmente una docena de
rubros fruticolas, siendo los principales: platano,
banano, naranjo y pifia (1). El banano ocupa el cuarta
posicion en la produccién de rubros vegetales detras
del arroz, cafa de azlcar y maiz; la pifia esta el quinto
lugar, el platano el sexto Yy el naranjo el séptimo (5).

En el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Instituto Biologia Experimental, desde hace mas de
veinte afios nos hemos dedicado a la aplicacién de la
biotecnologia a la multiplicacion clonal vy
mejoramiento genético de algunos cultivos frutales:
parchita (Passiflora edulis), mandarina (Citrus
nobilis), mango (Mangifera indica L), banano,
platano (Musa spp.) y pifia (Ananas comosus L.
Merr). Para el caso de la parchita, mandarina y mango
se han estudiado los procesos de organogénesis,
embriogénesis somatica 'y multiplicacion  por
esquejes, para incrementar la poblacion de individuos
élites mediante la propagacién in vitro.

El banano, es una fruta de alto consumo en nuestro
pais, sin embargo se ha observado una gran
disminucidn en la produccion de este cultivo desde el
afio 2000, cuando Venezuela ocupaba la posicion 15
entre los veinte paises de mayor produccion en el
mundo, en el 2001 Venezuela ocupd la posicion 18 y
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para el 2002 ya no aparecia entre los veinte paises de
mayor produccién mundial. Un ejemplo de esta
situacion es que en el afio 2003, se contabilizé solo el
50% de produccién con respecto al afio 1994,
alcanzando un nivel de 492.232 toneladas. De
acuerdo a los datos de la FAO (5) la produccion de
banano no ha mejorado en estos ultimos afios
alcanzando para 2010, un valor de 412.100 toneladas.
Esta problematica nos ha inducido a estar
constantemente  actualizando nuestros  métodos
propagacion in vitro de variedades de bananos elites,
en esta oportunidad analizaremos aspectos del cultivo
in vitro de apices de inflorescencia, y de flores
masculinas de Musa spp., cultivar Cien Bta 03,
resistente a las Sigatokas amarilla y negra.

En relacién a la pifia (Ananas comosus) es otro fruto
de gran importancia econémica y de consumo en
Venezuela, se cultiva en los estados Tachira, Mérida,
Trujillo, Lara, Monagas, Anzoategui, Sucre y los
margenes del Rio Orinoco en el Estado Amazonas
(6). Especificamente en el municipio Atures del
estado Amazonas se han descrito 11 ecotipos de pifia
(Ananas comosus (L.) Merr.), los cuales son
cultivados, principalmente, por aborigenes de la etnia
Piaroa, (Loswoéthia, en el idioma indigena) de
Betania del Topocho, constituyendo la misma una
actividad fruticola que forma parte de su cultura
ancestral, entre los  ecotipos  importantes
comercialmente se encuentra el Tabe Kéna.



En las Memorias del Instituto de Biologia
Experimental (4), presentamos los resultados de la
micropropagacion clonal del ecotipo Tébe Kéng, en
este trabajo presentaremos los resultados

de la evaluacion mediante  marcadores
morfoanatomicos, de la estabilidad genética de las
vitroplantas obtenidas en esos procesos.

Cultivo de é&pices de inflorescencia, y flores
masculinas de Musa spp., cultivar Cien Bta 03

En trabajos de investigacion previos se ha logrado
para banano la formacién de embriones somaticos y
brotes vegetativos, mediante el cultivo de apices
vegetativos (11), y mas recientemente se obtuvo la
regeneracion de plantas mediante el cultivo de
meristemos de flores masculinas (7). En el presente
trabajo analizaremos los aspectos morfologicos de los
procesos de diferenciacion en cultivo in vitro de
apices de inflorescencias y de flores masculinas del
banano cultivar Cien Bta 03.

Materiales y métodos

Se recolectaron inflorescencias masculinas de plantas
banano Cien Bta 03 en Ocumare de la Costa, estado
Aragua. En el laboratorio las inflorescencias se
redujeron a 2,5 cm de largo, se desinfectaron
superficialmente con etanol al 70% por 5 min y luego
se realiz6 un enjuague con agua destilada esterilizada.
Luego se trabajé con 2 tipos de explantes: a) manos
florales extraidas de la zona ubicadas entre los nudos
siete a dieciséis, contados a partir del apice floral y b)
apices de inflorescencias de 1,5 cm de largo. Ambos
tipos de explantes se sembraron en frascos con
medios constituidos por el medio MS (8), con la
adicion de 5 mg I de BAP y 15% de agua de coco,
sacarosa 30 g I de sacarosa, 8g I*de agar. Los tejidos
fueron incubados en una camara de crecimiento a 30
+ 2°C, bajo luz continua.

Resultados y Conclusién

En el andlisis morfolégico se observé que los tejidos
de las flores masculinas, presentaron aumento de
tamafio a las cuatro semanas y luego de seis meses
desarrollaron dos tipos de estructuras diferentes: a)
formacién de callos blancos, relativamente compactos
con aspecto heterogéneo, b) formacion de callos
grisdceos y/o pardos, acuosos, con aspecto friable.
Estos tipos de callos se pudieron observar en la
mayoria de los cultivos (Figura 1A).

Después de nueve meses en cultivo, se observo en
algunas flores la formacién de estructuras nodulares
blancas y verdes, éstas Gltimas similares a estructuras
organogénicas. También se observaron estructuras
pequefias, hialinas redondeadas. (Figura 1B).
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Adicionalmente, se observd en algunos casos un
proceso de diferenciacion totalmente diferente, en el
cual los tejidos de las flores desarrollaron tejidos que
semejan una bractea de color verde que cubre a un
grupo de estructuras compactas alargadas pequefios
con la forma del fruto del banano (Figura 1C).

El cultivo del apice de la inflorescencia se observa en
la Figura 1D, en la cual se observa restos de bracteas
y en la base se encuentran estructuras blanquecinas,
alargadas, compactas, de superficie lisa.

Figura 1: A) Diferentes tipos de callos.

B) Estructuras nodulares verdes, hialinas y blancas

C) Brécteas cubriendo estructuras semejantes a frutos
(bananos) pequefios.

D) apice de inflorescencia con estructuras blancas

Todos este procesos de diferenciacidén aqui descritos
seran analizados mediante estudio morfoanatémico.

Evaluacion de marcadores morfoanatomicos en
vitroplantas de Tabe Kana como indicadores de su
estabilidad genética.

Los analisis de pardmetros morfo anatomicos en
poblaciones obtenidas in vitro constituye una primera
e importante aproximacién de la estabilidad genética
de la poblacion. Esos caracteres constituyen
marcadores que nos permiten detectar variaciones en
individuos de dicha poblacion, los cuales pueden ser
de origen genético.

Materiales y métodos

Los parametros evaluados en el aspecto morfolégico
fueron: coloracion de las hojas, en haz y el envés,
textura de la hoja y presencia de aguijones en la base
0 borde de las hojas jovenes y maduras.

Para la avaluacion anatémica, las hojas se cortaron,
separando la zona basal y la zona media, y se
colocaran en frascos diferentes con alcohol
isopropilico al 70% para su preservacion. Se



realizaron cortes transversales y paradérmicos a mano
alzada, de la parte media y parte basal de las hojas de
las dos variedades. Los cortes fueron tefiidos con azul
de Toluidina, fijados con glicerina al 30% Yy se realiz6
el montaje para su observacion al microscopio. Se
utiliz6 como control cortes sin tefiir para detectar
posibles artefactos generados por la tincion.

La anatomia se observo a través de los microscopios
opticos Nikon 14 MLAB-2 y Nikon OPTIPHOT, este
altimo con un polarizador de luz incorporado, y
finalmente se tomaron fotografias de los mejores
cortes anatdmicos con una camara digital colocada
sobre los oculares de ambos microscopios. Para una
identificacion 'y descripcion apropiada de los
diferentes tejidos foliares de las variedades

amazoénicas de pifa, se utiliz6 como guia el texto de
Tomlinson  (13),
monocotileddneas,
bibliogréficas.

anatomia de las
referencias

sobre
junto con otras

Figura 2:
A) Planta madre de Tébe Kana. B) Vitroplanta de
Tabe Kana

Resultados y Discusién

Todas las hojas presentaron aguijones antrosos, de
consistencia fuerte. En relacion a este aspecto, en
trabajo previo (9), donde se realiza un analisis
anatomico comparativo, entre las hojas de plantas
del ecotipo Tabe K&né obtenidas por organogénesis
y mantenidas in vitro, con respecto a la planta
madre, se observé que las hojas de las vitroplantas
presentaron  margenes con aguijones desde un
estado de desarrollo muy temprano, al igual que en
la planta madre. Las hojas de la planta en el campo
presentan tonos naranja o rojizos, y en condiciones
de vivero e in vitro son de color verde.

Figura 3. Hojas de plantas del ecotipo Téabe Kana:
A) Planta madre B) Planta madre in vitro, C)
Vitroplanta hija ex vitro y D) Vitroplanta hija in vitro
Aumento 10X

En las secciones transversales de la lamina foliar de
plantas micropropagadas de pifia cultivadas in vitro y
en el vivero, se pudo observar que éstas presentaron
un mesofilo equifacial donde no se distinguen
parénquima en empalizada y parénquima esponjoso,
contrariamente al mesdfilo dorsiventral reportado por
Santa Cruz y col. (12) en la region central de hojas de
pifia. En las dos condiciones de cultivo in vitro, la
lamina foliar presentd un parénquima acuifero
constituido por células grandes redondeadas, con
paredes delgadas, planas o con leves ondulaciones y
de menor tamafio que las células hipodérmicas,
debido a las condiciones de alta humedad en el
microambiente. En general todas las plantas en
condiciones de in vitro y ex vitro presentaron escamas
peltadas, cristales tipo rafidio, 2 lineas de haces
vasculares y no presentaron aerénquima.

Conclusiones

No se encontraron diferencias anatomicas entre las
hojas de las plantas mantenidas in vitro (madres e
hijas) con respecto a las hojas de las plantas madres
mantenidas en vivero, salvo las caracteristicas propias
de las plantas cultivadas in vitro, las cuales se
revirtieron al realizar la aclimatacion. Estas
observaciones nos permiten recomendar la
organogénesis como un meétodo eficiente para la
propagacion clonal de este ecotipo.
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