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Leblanc, H.A. 1971. Partenogénesis inducida en Musa spp,
para la obtencidn de plantas haploides. Tesis Mg. Sc.,
Turrialba, Costa Rica, CATIE. 120 P.

Palabras claves: Musa acuminata ssp burmannicoides, Musa

balbisiana tipo TANI, haploide,
partenogenesis, radiacidn gamma.

RESUMEN

En la actualidad el mejoramiento de los materiales
diploides en musaceas es la etapa indispensable en el
mejoramiento del banano v 21 platanoc. Una de estas miras es
la obtencion de lineas homocigotas., La obtencion de plantas
homocigotas, aungque posible a través de autofecundaciones,
demoraria de ocho a diez afios. Por consiguiente, 1a
partenogenesis inducida a través de la polinizacién con polen
irradiado, podria constituir una alternativa mas rapida.
Este método consiste en la formacidén de plantas haploides,
cuyo lote de cromosomas se puede duplicar con colchicina para
formar plantas homocigotas. €Con base en esto, se plantearon
los siguientes objetivos: encontrar un método gque permita
evaluar el porcentaje de germinacion del polen de Musa
acuminata ssp burmannicoides y de Musa balbisiana tipo TANI;
determinar si el polen de estas subespecies es capaz de
germinar despues de ser sometido a diferentes dosis de
radiacidn gamma; determinar si el polen asi tratado es capaz
de estimular el desarrollo de la semilla sin que ocurra la
fertilizacidn; analizar histoldgicamente &l desarrollo de las

semillas obtenidas, después de polinizar con el polen

ix



sometido a diferentes dosis de radiaciédn; determinar la
utilidad de la técnica de polinizacion con polen irradiado,

en la formacidn de plantas haploides en Musa spp.

El polen de M.acuminata ssp burmannicoides vy de
M.balbisiana tipo TANI, fué irradiado con diferentes dosis de
radiacion gamma, para polinizar plantas de M.acuminata ssp
burmannicoides. El polen fué capaz de germinar despues de
ser irradiado a cualquiera de las dosis utilizadas. En todos

los tratamientos se logrd la formacion de semillas,

El estudico histoldgico permitid determinar ios
intervalos de radiacidn mas apropiados para gl desarrollo de
los embriones. En estas dosis se logrd obtener plantas

completas a través del rescate de embrion.

Para la determinacion del nivel de pleidia de las
plantas obtenidas, se utilizaron dos metodos: primero se
evalud el numero de cromosomas realizando un cariotipo; el
otro metodo fueée el analisis de citometria en flujo, el cual

consistid en evaluar el volumen de ADN de los nucleos.

Muchas de las plantas evaluadas fueron encontradas
diploides. Sin embargo en las plantas obtenidas en el

tratamiento 5 Kr (M.acuminata ssp burmannicoldes por



M.balbisiana tipo TANI), se encontrd una planta haploide con
11 cromosomas (n=11) y en el tratamiento 7 Kr (M.acuminata
s58p  burmannicoides par M.acuminata ssp burmannicoides), se

encontrd otra planta hapleide con 11 cromosomas {n=11).
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Leblanc, H.A. 1991. induced parthenogenesis in Musa spp, for
the obtention of hapleoid plants. Tesis Mag. Sci. Turrialba,
Costa Rica, CATIE. 120 p.

Keywords: Musa acuminata spp burmannicoides, Musa balbisiana
type TANI, haploid, parthenogenesis, gamma radiation.

SUMMARY

Nowadays, the improvement of diploid materials in
musaceas is the essential step to improve banana and plantain
and one of its main goals is the obtention of homocygotes
lines. Even though homocygotes plants can be obtained
through auto-fecundation, i1t will take from eight to ten
years to accomplish it. For that reason, induced
parthenogenesis through irradiated pollen pollinization could
be a more fesasible alternative. This method involves
formation of haploid plants whose lot of chromosomes can  be

duplicated with colchicine to form homocygote plants,

The main objectives of this research were:

- to find a method in order to evaluate pollen
germination percentage af Musa acuminata ssp

burmannicoides and Musa balbisiana type TANI;

- to determine if pollen of these sub-species is able
to germinate after been under different dosis of

gamma radiation and if after such treatment it is

®ii



5till able to stimulate seed development but no

fertilization;

~ to make a histological analysis of the development of
seeds obtained after pollinization with pollen under

different dosis of radiationg

- to determine if this pollinization technigue is
usefull to induce formation of Musa spp. haploid

plants,

Pollen from M. acuminata spp burmannicoides and M.
balbisiana type TANI was irradiated with different dosis of
gamma radiation to pollinizate plants of M. acuminata ssp
burmannicoides. This pollen was able to germinate after its
irradation with any of the dosis wutilized. Formation of

seeds was possible in all treastments.

The histological study allowed to determine the best
radiation intervals for embryos development, and with such
dosis, it was possible to obtain complete plants through the

rescue of embrvos.

To determine the ploidy level of these plants, two
methods were used: in the first one, the number of
chromosomes was evaluated making a karyotype; and the second
was an in-~flow cytometric analysis, that is, an evaluation of

the nucleus ADN volumen.
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rMany of the plants evaluated were diploid;
nevertheless, among the plants obtained with treatment 5 Kr
(M. acuminata ssp burmannicoides ¥ M. balbisiana type TANI)
one was haploid and had 11 chromosomes (n=11). Another
haploid plant was gbtained with treatment 7 Kr (M.acumIinata

s85p burmannicoides x M.acuminata ssp burmannicoldes).
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Leblanc, H.A. 1991. Parthénogenése induite chez Musa spp.,
pour 1 'obtention de plantes haploides. Thése de Master en
Sciences, Turrialba, Costa Rica, CATIE, 120 P.

Mots clés: Musa acuminata ssp burmannicoides, Musa

balbisiana type TAN1, haploide, parthénogenése, radiation
gamma .

ReStMe

A 1 heure actuelle, 1l amélioration génétique des espéces
diploides chez les musacess est une etape indispensable pour
l1'amelioration des bananiers et bananiers plantains. L un
des objectifs est 1 'obtention de lignées homozygotes. Bien
gue la creation de plantes homozygotes soit possible par la

voie classique de 1 'autofécondation, cela demanderait entre 8

et 10 ans de travail. Far conséguent, 1 induction de
parthénogengse par la pollinisation & 1 aide de pollen
irradie, pourrait €tre une alternative plus rapide. Cette

meéthode permet 1 obtention de plantes haploides dont le lot
de chromosomes est doublé grace & 1 'action de la colchicine
permettant ainsi la formation de plantes homozygotes. En
réféerence & cela, les objectifs suivants ont ete planteés:
trouver une methode permettant d'évaluer le pourcentage de
germination du pollen de Musa acuminata ssp burmannicoides et
Musa balbisiana type TANI; déterminer si le pollen de ces
deux sous-especes est capable de germer aprés avoir été
soumls & diffeérentes doses de radiation gamma; deéterminer si

le pollen ainsi irradie peut stimuler le développement de la

XV



graine sans qu' il vy ait eu fécondation; faire 1 analyse
histologique du deéveloppement des graines obtenues aprés
pollinisation avec du matériel soumis & différentes doses
d' irradiation; déterminer 1 'intér®t de la pollinistaion avec
pollen irradie pour 1 obtention de plantes haploides che:z

Musa sppo.

Le pollen de Musa acuminata ssp burmannicoides et de
Musa balbisiana type TANI, a été irradié avec différentes
doses de radiation gamma, dans le but de polliniser des
plantes de Musa acuminata ssp burmannicoides. Le pollen
s est avere capable de germer quelque soit la dose utiliséde,.
Dans tous les traitements on a pu obtenir la formation de

graines.

L'étude histologique a permis de déterminer les doses de
radiation les plus approprides & 1 obtention d'embryons. On a
pu aprés utilisation de ces doses, obtenir des plantes par le

sauvetage in vitro des embryons.

Deux methodes ont éteé utilisées pour la détermination du
niveau de ploldie .des plantes obtenues: premiérement, on &
realiseé un comptage chromosomigque & partir de cariotypes;
1'autre méthode traitée de 1 analyse de cytométrie emn flux

gui permet d'évaluer le volume de 1 ADN nucleéaire.
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Beaucoup des plantes évaluédges ont été reconnues
comme diploldes. Cependant, il a été possible de détecter
deux plante haploide ( n=11l) issue des traitements: 5 Kr
(Musa acuminata ssp burmannicoldes X Musa balbisiana type
TANT ) et 7 Kr (Musa acuminata ssp burmannicoides en

auvtofecundali).
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ausencia de endosperma.

Tratamiento 5 Kr.

Cruce M.acuminata ssp burmannicoides por

M.balbisiana tipo TANI,

L I R I I I I I R R I )

FPolen testigo de M.acuminata ssp
burmannicoides, mostrando el nucleo
generativo v el nucleo vegetativo. s ar e

Polen de M.acuminata ssp burmannicoides
mostrando su material nuclear completamente
desorganizado. Tratamiento 50 Kr. f et s

Tubo polinico de M.acuminata ssp
burmannicoides, mostrando los dos gametos
descendiendo. S e N A bt A e E s u e s Aty

Tubo polinico de M.acuminata ssp
burmannicoides mostrando el descenso de una

cromatinag desorganizada.

xxiv

Tratamiento B Kr.

83

88

88

88

70

20

71

F1



1. INTRODUCCION

Segun Rowe (1985), el fitomejoramiento del bananc tuvo
sus comienzos en 1922, en el Colegio Imperial de Agricultura
Tropical ¥ en 1924  en Jamaica. Estos programas
proporcionaron los conocimientos basicos para el mejoramiento

de banano.

Luego de un breve intento por mejorar los bananaos en los
afos 30, la United Fruit Company comenzdé en 1959 un programa

extensivo de mejoramiento del cultive en Honduras.

Una anormalidad gendética permite el mejeramiento del
banano. El "Bros Michel" ( Musa AAA), produce un promedio de
dos semillas por racimo cuando es polinizade por diploides
(Shepherd, 1954). Se encontrd que el "Gros Michel" no pasa
por un proceso normal de meiosis duranmte la reproduccidn
sexual, sino qgue tiene gametos triploides no reducidos. El

polen del progenitor diploide pasa por un proceso normal de

meiosis y las progenies de los cruces con "Gros Michel" son
tetraploides; asi mismo se producen algunas progénies
heptaploides inutiles, debido aparentemente a la doble

restitucion durante la formacién de algunos gametos de "Gros

Michel",

Varios hibridos tetraploides resistentes al Mal de

Panama, fueron sintetizados del "Bros Michel" durante las



primeras etapas de fitomejoramiento, los cuales se acercaban
mucho a una aceptabilidad comercial. Sin embargo, los
progenitores diploides poseian caracteristicas agronomicas

inferiores a las que se manifestaban en sus hibridos.

Los triploides secundarios producidos por polinizaciones
cruzadas de tetraploide por diploide fueron inutiles. La
inferioridad de estos triploides secﬁndarics comparados Con
los tetraploides primarios se explicd facilmente desde el
punto de vista genético. Mientras que los tetraploides
primarios contenian los tres genomas intactos de '"Gros
Michel", los triploides secundarios eran el producto de una
meiosis donde habian participado los juegos de cromosomas

"Gros Michel" (Dodds, 1943).

Después de mas de &0 afus de esfuerzos continuos en
estos trabajos, no se han producido hasta 1la fecha muchos
cultivares de banano o platano que tengan las caracteristicas
agronomicas gque sean comercialmente aceptables. Los pocos
cultivares producidos, esté4an en la etapa de evaluacidn,
puesto que sus caracteristicas todavia no igualan a la de los

triploides naturales que se siembran comercialmente.

El "Highgate", un mutante enanoc del "Gros Michel", se ha
convertido en el prototipo del progenitor femenino. No
abstante, todos los progresos estan sujetos al desarrollo de

mejores progenitores diploides (Later, 1934).



De acuerdo a lo anteriormente expuesto, se ha concluido
gue el progreso en €1 desarrollo de cultivares de banano
depende del mejoramiento de nuevos progenitores diploides
masculinps, puesto que en el pasado se trabajd con los
diploides en su estado silvestre sin haber obtenido mejores
progenies. Ademas, se han encaminado las investigaciones
hacia la busqueda de tipos comercialmente aceptables entre
las progenies de tetraploides primarios de cruzamientos del

"Gros Michel".

En consecuencia, el mejoraramiento del germoplasma (AA)
mas alla de ser un objetivo, es una exigencia imprescindible
para obtener los mejores resultados a partir de otras
metodologias teniendo en cuenta nuevos cultivares {Shepherd

et al, 1986).

En este trabajo se pretende iniciar un proceso
altenativo de mejoramiento del diploide Musa acuminata sSSP
burmannicoldes, el cual actualmente se emplea como progenitor
masculino en varios programas de mejoramiente por sU
caracteristica de ser fértil y poseer sdecuada cantidad de
polen viahle. Pero 1o gue lo hace mas importante ez  su
resistecia a la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), el
cual se encuentra diseminado en América Central y en la parte
norte de américa del sur causando severos dafos en las

plantaciones de bananos v platanos.



Otro factor a considerar es gue al mejorar géste
diploide, el mismo se puede utilizar tanto en el mejoramiento

del platano como del banano.

Se considera de gran importancia el encontrar una
metodologia que conduzea hacia la formacien de plantas
haploides en los materiales silvestres y por consiguiente la
formacion de plantas homocigotas, puesto que segun Barkry et
al (19320}, la investigacidn en la produccion de lineas
nomocigotas para todos los diploides s uno de los objetivos

principales en la estrategia del mejoramiento del banano.

La consecucidn de este objetivo ha resultado dificil
debido a que aungue podria lograrse a traveés de
autopolinizaciones, se tardaria mas de 10 aRos en =20
obtencidn. La dificultad se ve reforzada por 1la misma
biologia floral del géneroc Musa, puesto que primero emergen
las flores femeninas y luego salen las flores masculinas, lo
cual obliga a trabajar con diferentes plantas de una misma
cepa. Una wvia a seguir es la wutilizacidn de los
haplométodos, los cuales si tienen éxito garantizarianm la

homocigosis total en un tiempo corto.

En este trabajo se utilizard 1ia tecnica de la
polinizacidn con polen irradiado. Con esta técnica se busca
que el polen irradiado conserve su capacidad de germinar, mas

no la de fertilizar la oosfera, previendo coma resultado que



el tubo polinico al germinar y hacer contacto con la oosfera,
produzca un estimulo que podria permitir que ocurra el
desarrollo partenogenético, con la formacidn de un  embrién
haploide, el cual puede ser rescatado por el cultivo In

vitro.

Este trabajo es una etapa importante de la investigacién
puesto que seria el punto de partida para la formacion de
plantas homocigotas (duplicando los cromosomas de las plantas
haploides con colechicina), vy consecuentemente, el tener
acceso a informaciones geneéticas necesarias para el posterior

avance del mejoramiento gendtico de los diploides.

La hipotesis de este trabajo plantea que tanto el polen
de Musa acuminata ssp burmannicoides como el de Musa
balbisiana tipo TANI, pueden germinar al ser sometidos a la
radiacidn gamma. Dependiendo de la dosis wutilizada, al
polinizar plantas con el polen asi tratado, este no sera
capaz de fertilizar la oosfera, pero si de estimular el
desarrollo partenocdrpico o partenogenético de los tejidos de

ia semilla y de la cosfera.

Los objistivos de este trabajo son:

-~ Encontrar un metodo que permita evaluar el porcentaje
de germinacion del polen de Musa acuminata ssp burmannicoldes

y de Musa balbisiana tipo TANI,



-~ Determinar si el polen de estas subespecies es capaz
de germinar despues de ser sometido a diferentes dosis de

radiacidn gamma.

- Determinar si el polen irradiado es capasz de sstimular
el desarrollo de la semilla v de sus tejidos internos pero

sin fertilizarla.

- Analizar histoldgicamente cuales tipos de estructuras
internas de la semilla se forman vy cuales ng, después de
polinizar con polen sometido a diferentes dosis de radiacion

gamma .

-~ Determimar la utilidad de 1la técnica de polinizar con
palen irradiado, en la formacion de plantas haploides en

diploides AA.



II. REVISION DE LITERATURA

1. GObtencidn de haploides a través de polinizacién con polen

irradiado.

L.a obtencidn de plantas haploides por medio de la
polinizacion con polen irradiado tiene uno de sus primeras
antecedentes en 1933, cuando Katavama reportd la obtengicén de

tres plantas haploides de Triticum monococcum, utilizando

como fuente de radiacidn los Ravos - X, Segun
Katayama(1933), la polinizacidén con polen maduro de plantas
enmasculadas tres dias antes, permitid obtener el mayor

numero de plantas haplaidés {16 de un total de %91 individuos,
o sea un 17,38%). Asi, demostré gue el estimulo del tubo
polinico puede activar el desarrollo partenogenético de la

cosfera.

Segun Lacadena (19274), los agentes fisicos mas comunes
para inducir la haploidia son las radiaciones ionizantes
(rayos - X, rayos gamma, radioisttopos), las radiaciones no
ionizantes (luz ultravioleta) v los chogues de temperatura.
De acuerdo con la informacidn recopilada anteriormente, la
mayoria de las .técnicas utilizadas consistian an la
polinizacidn normal de plantas con polen irradiado. Solo en
algunos pocos casos el saco embrionaric fue irradiado vy

polinizado con polen sin irradiar.



Montezuma-—-de—-Carvalho (19467}, sefald la posibilidad de
que los rayos -~ X inhiban la segunda mitosis del polen.
Este nucleo diploide no es capaz de fertilizar la oosfera,
sin embargo el tubo polinito crece sin afectarse, estimulando
a la posfera a dividirse {(partenogénesis). Por otra parte
Pandey v Phung (198B2), han denominado este fendmeno como
"transformacidn del huevo”, refiriéndose claramente al
desarrollo partenogenetico de la oosfera; segun este autor,
el mecanlismo envuelve una "inyeccidn” en la oosfera de ADN
"pulverizado", por parte del tubo polinico del polen sometido

a radiacidn.

En un estudio con polen irradiado v polen sin  irradiar
Grant et al {1980), trataron de determinar la capacidad de
fecundacion del polen despues de la irradiacidn, en las
especies Nicotiana alata y Nicotiana langsdorffii. Para
observar los cromosomas en la metafase de la segunds mitosis,
el polen irradiado y el no irradiado, fue incubado per 16-21
horas a 20RBC-28B9{, en la obscuridad, en medico liquido de
germinacldn. Este medio contenia 3 % de lactosa, 0,05 % de

colchigcina v 0,01 Z_de acido borico.

En varios granos de polen germinados (polen no
irradiado) de N. aleta y de N, langsdorffii, se observd que
el nucleo generativo estaba en la metafase de la segunda

mitosis, con nueve cromososmas normales. Pero el nucleo



generativo del polen irradiado, en dosis de 25 Kr, BO Kr, 100
Kr para N. alata y BO Kr para N. langsdorffii mostraron
fragmentos de cromatina mas pequels que las normales. La
cromatina se condensa, pero no fue visible su organizacidn en

la metafase {(Grant =t al, 1980),.

De acuerdo con estos mismos autores, no hubo diferencias
notables en los grados de fragmentaciones para las diferentes
dosis de irradiaciones . En muestras incubadas sin
colechicina por 24 horas, no se observaron tubos polinicos en

los cuales el nucleo generativo se dividiera.

Segun Powel et al (1983), en experimentos con Hordeum
vulgare se irradicd el polen de esta especie inmediatamente
antes de la polinizacidn, usando radiacién gamma obtenida de
una Tfuente de Cobalto &0. En una serie de experimentos
pilotos, Powel establecid que la dosis maxima de radiacioén,
en la que resultan embriones viables, fue de 2000 rads.
Tambien se determind gue para asegurar la sobrevivencia de
muchos embriones se debia aplicar 4cido giberélico (BA3) en
dosis de 75 ppm, un  dia antes de la polinizacidn.
Aproximadamente de 14 a 18 dias después de la polinizacion,
las caridpsides fueron removidas, desinfectadas
superficialmente vy 1los embriones transferidos a tubos con

medio BS.
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En un experimento con Nicotiana, Pandey y Phung (1982),
recolectaron polen fresco, 21 cual se mantuvo seco en frascos
de vidrio sobre silica gel; estos frascos fueron colocados a
30 om de la fuente de cobalto vy se irradiaron con varias
dosis, variando su rango de 10 Kr a 100 Kr. Con el proptsite
de promover el desarrollo de frutos y semillas después de la
polinizacidn con el polen irradiado se aplicd B-naphthoxy
acido acetico (1% en lanoclina) al caliz de las flores

polinizadas.

En este mismo experimento se utilizaron 4 especies de
Nicotiana: Nicotiana alata (N.a) (2n = 18), Nicotiana
langsdor¥fii (N.1) (2n = 18), Nicotiana glutinosa {N.g) (Zn =
24) y Nicotiana tabacum (n.t) {(2n = 48), las cuales fueron
cruzadas en 4 combinaciones usando polen irradiado (dosis
especificas: 10,15, 20, 2%, 30, 50, ¥y 100 XKr.}; en las
combinaciones de M.I x N.I, N.I x MN.a, N.t x N.g v N.t x N.a.
En todas las combinaciones en las cuales se utilizaron dosis
bajas (10 - 20 Kr.), disminuyd rapidamente el numero de
plantulas producidas. Algunas de estas plantulas murieron

poco después de la germinacidn y muchas mas murieron al

llegar a la madurez. En la combinacidn N.I x N.I, sélo se
produjeron semillas viables en las dosis de 10 y 15 Kr. En
las combinaciones N.I x N.a, en dosis bajas, todas las
plantas florecieron y mostraron una morfologia hibrida

variable para la forma de 1la flor {tamafo, color ¥ varilos
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grados de esterilidad, incluyendo esterilidad completa). Se
pudo observar gque las dosis de irradiacidn son dependientes
de las especies que se utilicen, aun dentro de una misma

familia.

Sanford et al (1983}, realizaron experimentos
preliminares para determinar los efectos de diferentes dosis
de radiacion gamma sobre la viabilidad del polen de tomate,
el crecimiento del tubo polinico vy la capacidad de
fertilizacidn. Estos estudios demostraron que las dosis por

arriba de 200 Kr de radiacidn gamma, reducen el crecimiento

del tubo polinico pero no el porcentaje de germinacidn. i.a
penetracién de los tubos polinicos en los dévulos fue
observada aun en 1los tratamientos de 200 Kr. Np se

obtuvieron semillas en los tratamientos que excedieron las
10Kr. Es decir que & dosis superiores de 10 Kr el polen
perdia su capacidad de fecundar, pero conservaba su capatcidad

de germinar y de hacer contacto con los sacos embrionarios.

En un estudio reciente, Pandey et al (19%90), estudiaron
el desarrollo partenogenético de las semillas de la especie
Actinidia deliciosa (Kiwifruit), despuegs de la palinizacidn
con polen irradiade. El polen fue irradiado a dosis de 0.5
KBy, 0.7 KBy, 0.9 KGBy. Todas estas dosis produjeron semillas
partenogénicas. La dosis de 0.7 KBy dio el mayor numero de

semillas germinadas (708 de un total de 723), de éstas 609



12

formaron plantulas vy 334 sobrevivieron y llegaron a plantas.
El nivel de ploidia fué evaluado en 416 plantulas, de las
cuales 332 fueron hexaploides ("“"diploides” 2n=170) vy 84

fueron triploides ("haploides” 2n=83).

2. Germinacién de polen in vitro.

La germinacion del polen es un procesa natural v
necesarlio para la fertilizacion de la ocosfera de la planta.
Este proceso tiene lugar sobre el estigma, donde el grano de
polen produce 1 tubo polinico 1 cual penetra el estilo vy
cruza hasta el ovario. La germinacidn del polen puede ser
inducida in vitro en un medio de cultivo especifico (Hoffmann

et al, 1988).

Segun Vasil (1987}, el método mas ampliamente usado para
la germinacion de polen in vitro, es el método de la gota
pendiente, el cual consiste en poner los granos de polen en
una gota de medio liquido, que se coloca #n un  portaobjetos
con una cavidad o se le coloca un anillo. E£ste se cubre con
un cubreobjetos v los espacios son sellados con lanolina o
aceite mineral. Una vez logrado lo anterior &l portaobjetos
se invierte vy la gota del medio que contiene el polen queda

pendiente.

Para la germinacidn del polen de diferentes especies, se

han utilizado medios simples v medios relativamente
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complejos. En los medios simples basicamente se usa sacarosa
y &acido bdérico, a los cuales se agregan en los medios mas
compleios, nitrato de calcio, nitrato de potasio, sulfatoc de

magnesio vy fosfato de potasio (Vasil, 1987).

El azucar (mas comunmente la sacarosa), juega 1 papel
especifico de regulador osmético durante la germinacion del
polen. Se ha determinado que la [-D Fructo furanosa es el
factor decisivo y determinante, en el efecto especifico de la
sacarosa durante el crecimiento del tubo polinico del polen

en cultivo (Hrabetova y Tupy, 1944).

En cuanto al boro, se cree que regula la hidratacitn de
los coloides vy gque esta asociado a los compuestos
polihidrodxidos de la membrama del polen, ademas de estar
involucrado en la sintesis de sustancias pécticas de la pared
del tubo polinico (Schmucker, 1935). La excesiva ruptura de
los granpos de polen y de sus tubos polinicos, se encuentra a
menudo cuando el boro estd ausente del medio nutritivo Y se
ha determinado una correlacidn negativa entre la hidratacién

del tejido y el suministro de boro {Gauch y Duggar, 1954).

Segun Vasil (1%944), en experimentos con ctucurbitaceas se
demostra que el boro tiene gran efecto en la germinacion del
polen in vitro. Emn estos experimentos no se obtuvo

germinacion satisfactoria en soluciones de sacarosa sin boroj
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las concentraciones de acido bérico usadas variaron de O,01%
a 0,025%.
Otros efectos que deben tomarse en cuenta en ila

germinacion del polen son: la densidad del polen en el medio
de cultivo, el pH del medio de cultivo vy la temperatura. (A
este respecto Vasil (1987), ha comprobado gue los granos de
polen cultivados en altas densidades, germinan mejor que los
que son cultivados a bajas densidades. En cuanto al pH se ha
encontrado que varis de acuerdo & 1la especie, pero para
medios que contienen boro, el pH édptimo se encuentra en el
intervalo de 4,5 a 7,1. La temperatura también varia de
acuerdo con la especie, pero, para la mavoria de estas se

encuentra en el intervalo de 208C a 308C.

3. Clagificacidn taxondmica de las Musaceas.

El banano perternece al orden de los Zingiberalesg,
familia de las Musaceas. Diversos autores estan de acuerdo
en que los Zingiberales constituyen un orden bien definido v
aislado taxondmicamente. La familia de las Musaceas, esta

constituida por dos géneros: Musa vy Ensete (Soto, 19%90}).

El genero Musa, seqgun Stover vy Simmonds (1287), esta
constituido por cuatro secciones o series: Australimusa,
Callimusa, Rhodochlamys v Eunusa, La seccidn Australimusa

esta formada por cinco o seis especies, de los cuales sdélo
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Musa textilis, tieme importanclia econtdmica en la extraccion
de fibra vy por lo menos una especig se consume cocida en
algunas islas del Pacifico (banano "Fei"). Las secciones
Callimusa vy Rhodochlamys comprenden de cinco a seis especies
cada una. Las plantas se caracterizan por ser pegquefRas Vv
poco vigorosas con inflorescencias de crecimiento vertical vy
bractaaé de color rosa o violeta brillante, 1o cual las hace

muy aceptables como plantas ornamentales.

La seccidn Eumusa, que tiene mayor difusidn geograficas
presenta plantas de crecimiento y vigor variables. Esta
constituida por nueve o diez especies, de las cuales Musa
acuminata vy Musa balbisiana en cruzamientos interespecificos,
han originado la mayoria de los cultivares de bananos vy

platanos comestibles (Stover vy Simmonds, 1987).

La especie Musa acuminata (AR}, un diploide con un
numero de cromosomas de 2n = 2Z2. Es representada por plantas
de porte bajo, con pseudotallos delgados vy un sistema foliar
reducido; estas plantas se caracterizan por presentar una
colaoracion parduzca, gue se convierte en manchas heterogéneas
claramente definidas en las laminas de las hojas vy en una
coloracidn roja obscura, uniforme en las vainas internas del
pseudotallo. Los racimos tienden a crecer horizontalmente,
son pequefios, con dedos muy delgados que producen semillas

(Stover vy simmonds, 1987). De acuerdo con Champion (19468),
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esta especle posee seis subespecies, las cuales s0OMN:
malaccensis, burmannicoides, siamea, banksii, burmannica vy

microcarpa.

La especie Musa balbisiana (BB) posee igualmente 22
Cromosomas. Es una planta mas vigorosa, con un pseudotalloe
mas claro, mds espeso o compacto vy de mavor tamafo. El
racimo pende verticalmente Y 5US frutos son cortos,
abundantes vy poco erectos. Esta especie presenta pocas
variaciones (Champidn, 1968). Pero recientemente se tiende a
dividir en subespecies, entre ellas tenemos por ejemplos:

"camerum", "honduras"," singapuri”,” tani" (Horry, 1989),

La composicion ploidica vy gendmica de los diferentes
clones estan sefalados como A y B para representar los
genomas de M. acuminata y M. balbisiana, respectivamente. De
acuerdo al minimo de cromosomas y sernalamientos para la
preponderancia de caracteristicas de cada una de las dos
especies paternas, las abreviaturas A y B son utilizadas para
formar grupos para la clasificacisn e identificacivn de

cultivares especificos (Simmonds vy Shepherd, 195%5)
3.1. GBGrupco AA.

Segun Soto (1990}, en eéste grupo  se encuentran
cultivares partenocarpicos que pueden ser feértiles, Son

comestibles, como por ejemplo: el diploide conocido como
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"Lady ' s Finger”. Las plantas de éste grupo se caracterizan
por tener poco vigor , aunque puesden crecer hasta cuatro
metros de altura. El area foliar es pequera, con hojas
largas y angostas de color verde amarilliento. Los

pseudotallos son delgados y de cormos pequefios, pero soportan

muy bien la accidn del viento (volcamiento), resultado de un

eficiente sistema radicular. Algunos son resistentes a la
"enfermedad"”" de Pamnamd (Fusarium oxyporum) y muestran poca
susceptibilidad a la "Sigatoksa Negra" {Mycosphaerella

fijiensis).

La planta produce racimos pequernos con gran numero de

dedos cortos, gruesos Yy rectos que dan al racimo una
caracteristica particular. Su pulpa es blanca o amarilla,
gsuave, pastosa, muy dulce y con mucho aroma. La cascara es

muy delgada y la cuticula muy sensible a magulladuras, lo que

dificulta su transporte a los mercados (Soto, 1990).

3.2. Grupo AAA.

De acuerdo con Soto (1990), éste grupo estd constituido
por varlios subgrupos de bamnanos con alguna semejanza entre si
y la separacidn de éstos, requiere de la aplicacicon de una

clave descrita por Simmonds (1973).

El subgrupo "Gros Michel", posee frutos delgados, en

forma de cuello de botella (cinco veces, por 1o menos, mas
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largos gue anchos), marcadamente curvos vy amarille brillante
a la madurez. Las vainas interiores son de un color verde o

rosado palido.

Bt subgrupo "Cavendish" posee frutos con punta roma vy
=Yalg] verdosos  en la madurez. Las wvainas interiores
(especialmente en los retohos jovenes), son de color rojo
brillante. En este subgrupco tenemos por ejemplo al " Gran

"

enano ",y al FPequefrto enano'.

ELL. subgrupo "Red", "breen Red", posee frutos gruesos
(tres  © cuatro veces més largos que anchos), sin curva o

ligeramente curvados.

3.3 Grupoc AAAA.

En éste grupo sdélo se conoce un tetraploide que crece en

forma natural, el cual se encuentra en la coleccidn de Laloki

en Nueva GBuinea ({(Shepherd vy Ferreira, 1782). Los deméas
tetraploides existentes son  resultados de hibridaciones
experimentales. El clon mas conccido es el Bodles Altafort

(IC-2 o 1847} producido en Trinidad, del cruce de "GBros
Michel"” con el diploide "Pisang Lilin"; este clon es una
planta de gran tamaro, altamente resistente a la "Enfermedad
de Panama"'", pero aungue sus frutos son cortos, tiemnen  buen

sabor y permiten un buen manejo (Simmonds, 1973).



3.4. Grupo AAB.

Los
plantas robustas inmunes a la

gran cantidad de clones de

local,. Sus frutos no son apetecidos

excepcidn del subgrupo “Plantain®,

(1973), se divide en tres tipos:

&. Eie masculino persistente,

por remanentes de flores masculinas vy

"

(1). Tipo French plantain

b. Ejie masculino ausente:
(2). Tipo " Horn Plantain "
c. Eie masculino deciduo:
(3). "Falso cuerno'.
3.5. UGrupo ABB.

Es un grupo de plantas muy

clones de éste grupo se caracterizan por
"Enfermedad

alguna

vigorosas,

12

presentar
de Panama'. Existe
importancia econdmica
para la exportacidon con

el cual segun Simmonds

por lo general envuelto

bridcteas.

{cuerno}.

que se adaptan muy

bien a condiciones ecoldgicas adversas, como resultado de 1a
predominancia geneética de Musa balbisiana. L.a planta tiene
una coloracidn verde intensa en el sistema foliar, no

presenta manchas o presenta muy pocas

hojas son grandes vy cubiertas

de

. El pseudotallo v las

cera. La planta as
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resistente a ia "Enfermedad de Panama" vy tolerante &
"Sigatoka negra". Es poco afectada por los nematodos v

altamente resistente al volcamiento por vientos (Soto, 19%0).

lLas plantas de este grupo producen racimos relativamente
pequefios en proporcidn a su tamafio, cuyos frutos son cortos,
rectos y muy angulosos,; con una alta proporcidn de cascara,.
ta pulpa es amilacea y ligeramente acida cuando madura. Las
plantas de este grupo son posiblemente las mas ampliamente
distribuidas en el mundo, donde algunos clones como el “"Saba”
constituyen parte muy 1importante de la dieta de los
habitantes de Asia. Los clones conocidos como "GBuineas" se
cultivan mucho en América Latina y se consumen va sea verdes
o maduros. Algunos son susceptibles a la enfermedad del
"Moko! { Pseudomonas salanacearum) , par 1o que ha sido
necesario su  sustitucidon por el clon "Pelipita" resistente a

dicha enfermedad (Soto, 19790).

3.6. BGrupo ABBB.

Los bananos de este grupo son tetraploides naturales;
los frutos son masivos, rFomos ¥y grises, con una textura
gsponjosa y fibrosa, que suele ser agradable cuando se
ctocina, Este grupo no tiene importancia econdmicaj; el Jdnico

clon concocido es el "Tiparot" o "Teparod”" (Simmonds, 1973).



21

4. Botanica y morfologia vegetal.

El banano es considerado una "hierba" gigante (Champidn,
1948). Su altura varia entre 2-9 m.; poOsSEe un cormo basal,
un pseudotallo compuesto de vainas feliares, una corona
terminal de hojas (peciolo vy lamina) por la que la

inflorescencia emerge empujada desde la base del pseudotallo

(Purseglove, 1981),(fiqura 1).

4.1%1. Sistema radical.

La raiz principal de la plantula muere radpidamente vy es
reemplazada por raices adventicias, que son el dnico tipo de
raices producidas por plantas propagadas vegetativamente

{Stover y simmonds, 1987).

Al principio las raices son blancas y blandas, tomando
mas tarde una coloracidn amarillenta v ligeramente mas
obscuras conforme se hacen mas viejas; su diametrpo difiere

segun las variedades y puede ser de 5-B mm.(Champion, 1968).
Las raices son producidas en grupos de cuatro sobre la
superficie del cilindro central del cormp. Lin cormo

saludable produce de 200-400 raices, la mayoria en la primera

mitad del mismo. l.Las raices primarias producen delgadas
raices laterales gue poseen pelos radicales, Las raices se
extienden lateralmente 4-5 m., descendiendo hasta 75 cm.,

pero encontrandose la mayoria en los 13 com. superiores,
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formando un denso'"colchén' superficial (Stover y  Simmonds,

1987} .

La diferenciacidn de las raices prosigue hasta el
momento en que el tallo verdadero se hace aéreoc v la emision
de raices cesa por lo tanto poco despuéds de la floracion

(Champion, 1968).
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Figura 1. Vista esquematica de una planta de banano
(Champion, 19&2).
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4.2. Tallo.

Las Musaceas poseen un tallo subterrdneo o cormoso, cen
entrenudos extremadamente pequenos, cubiertos extermnamente
con ticatrices foliares que rodean completamente el cormo;
sg diferencia internamente en cilindro central v cértex. E1
punto de crecimiento terminal o meristema es un domo
aplanado, afuera del cual se forman las hojas en una sucesion
en espiral; finalmente el meristema vegetativo se transforma
en un meristema floral dando origen a la inflorescencia.

{Stover y Simmonds, 1987).

4.3, Hojas.

L.as hojas nacen en una espiral que se desenvuelve hacia

la izguierda, con filotaxis de un tercic en los brotes
jdvenes, cambiandog gradualmente a cuatro novenos en  las
plantas maduras. Las primeras hojas producidas en los brotes
s0n0 hojas BB CaMOsa6, seguidas de hojas angastas,

gnsanchandose luego la lamina hasta que se producen hojas
maduras aproximadamente a los & meses, Las vainas fToliares
estan estrechamente empacadas para formar el pseudotallo

{Purseglove, 1981).

La hoja se desarrolla como un cilindro enrollado.
Empuja el centro del pseudotallo por elongacidn de la vaina

foliar v emerge en el centro de la corona de hpjas. Despues
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de emerger, la hoja se desenrrolla, tomando & a B8 dias para

completar el proceso (Stover y Simmonds, 19871).

Uina hoja adulta posee cuatra partes: la lamina o limbo
con un apeéendice gue es wuna prolongacion filiforme la cual
sufre absicion poco tiempo despugs de abrirse la hoja, ia

vaina, el peciolo v la nervadura central (Champion, 1968).

Los triploides tienen hojas mas anchas Yy grussas,
estomas mas grandes pero menos numerosos que los diploides

(Stover y Simmonds, 1987).

4.4. Inflorescencia.

Despues de siete a nueve meses de sembrado un hijo de
una planta de banano, gue a su vez tenia seis a ocho meses
antes de la siembra, el punto de crecimiento en la base del
corazon del pseudotallo se transforma en una inflorescencia.
Las flores masculinas v femeninas son indistinguibles
morfoalagicamente hasta gue la inflaorescencisa alcanza 12  cocm.
de largo vy se encuentra a 150 cm. de la base del pseudotallo

(Furseglove, 1981).

La inflorescencia es una espiga compleja y consiste de
un pedunculo en el que las flores se encuentran arregladas en
racimoas nodales en dos filas de cojines transversos, cada uno
sostenido por una bractea ovalada y rojiza. Los racimos

florales vy bréacteas nacen en egspiral v no rodean al
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pedunculo. De 12 a 20 flores son producidas por nudo. Los
primeros O a 15 nudos basales o manos producen flores
femeninas. Los nudos distales producen flores masculinas
{estaminadas) vy pueden haber nudos intermedios o flores con

estructura transicional gue es neutra (Purseglove, 1981).

Las bracteas salen, como una diaria, poco antes gque las
flores sean funcionales. Las bracteas son  normalmente
deciduas vy caen antes © seguidamente despuds gque las flores
permanecen abiertas por un dia. En el "Cavendish Enanao" vy
otros cultivares las bracteas son retenidas. lLas bracteas
arregladas en espiral se traslapan de tal manera gue todas
las bracteas y flores estan encerradas vy protegidas en una
gran estructura bulbosa. Conforme las bracteas y flores se
abren secuencialmente, el pedinculo se alarga hasta que el
racimo maduro alcanza 150 cm. Los frutos estan en el extremo
basal, seguidos de un eje desnudo del gque han caido  las

flores masculinas y bracteas (Purseglove, 1981).

4.5. Flores.

Las flores presentan un perianto zigomédrfico con tépalo
compuesto abaxial con tres ldbulos mavores v dos menores

alternos y un tepalo menor libre; amarillo, crema o blanco,

a veces con manchas rosadas. Las flores femeninas, miden 1O

cm. de largo, poseen unh ovario infero de tres léculos bien
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desarrollados, ma&s largo que el perianto (figura 2). Los

ovulos son numerosos en dos a cuatro hileras vy tienen una

placentacidn axial. El estilo termina en un estigma
trilobulado. £l perianto esta constituido por cinco
estambres. El ovario es persistente, pero acurre absicidn

del perianto, estambre y estilo que dejan una cicatriz gque

persiste en un extremo del fruto maduro (Purseglove, 1981).

Las flores masculinas tienen &cm. de longitud, cinco
estambres, con uno en posicion adaxial; las anteras son
largas y fijas basalmente. El ovario es pequedfico vy abortivo,
con un estilo delgado. La flor entera sufre absicion en  1la

base del ovario (Purseglove, 1981).



Flor femenina

Figura 2.
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Flor masculina

Flores del banano. st (stigma); str (estigma
reducido)s; &t (estambre); etr (estambre

reducidol; tp (tépalo libre); p (perigonio);
ov (ovariol.
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4.646. Frutos.

El] tiempo desde la aparicidn del racimo hasta la cosecha
es de 90 dias. En los parientes silvestres M.acuminata y M.
balbisiana, la polinizacidn es esencial para el desarrollo
del fruto y los frutos maduros contienen una masa de semillas
negras cubiertas de wuna pulpa dulzona. En los cultivares
comestibles, la partenocarplia vegetativa resulta en la
produccion de pulpa comestible sin polinizacidn. La pulpa se
desarrolla del extremo exterior del ldculo vy del hinchamiento
de la septa vy eje. ta mavoria de los clones son  femenino-
estériles, como por ejemplo el sub—-grupo Cavendish, vy no
producen semillas. Los ovulos se encojen en un inicio vy se
ven como pegquefios puntos obscuros en los frutos maduros. Muy
pocos cultivares, como por ejemplo el "Gros Michel" son
ligeramente femenino-fértiles vy ocasionalmente aparecen
semillas, si son polinizados por un diploide masculino fértil

(Stover y Simmonds, 1987).

4.7. Semillas.

tos triploides comestibles mo  producen semillas cuando
s0n cultivados en poblaciones puras, algunos son
completamente femenino-esteriles; otros producen
ocasionalmente semilla cuando hay una fuente de polen viable

disponible. Los diploides silvestres forman muchas semillas



30

despues de la polinizacion. Los diploides partenocarpicos
producen cantidades variables de semillas. Las semillas
tienen como 5 mm. de didmetro, son subglobosas o angulares,
muy duras, endospérmicas, con un diminuto embriomn cercs del

micrdpilo (Purseglove, 1981).

5. Litogenética de los bananos silvestres.

El conteo cromosomico aunque resulta un poco dificil
debido al diminuto tamafo de estos cromososmas, se realiza en
puntas de raices jdvenes que se encuentren en el proceso de

mitosis (Simmonds, 1962).

Sin  embargo Simmonds (1%9462), opina que la técnica del
"squash " en la cual se uwsa la B-hidroxiquinolina, sugiere
que el problema de la determinacidn cromosdmica no es tan
complicada como parecia en un  principio. Esta técnica ha

sido descrita por Shepherd (195%9).

LLa meiosis tiene lugar en la célula madre del polen
alrededor de la bractea numero 25, antes de que se presente
la floracidm, lo cual correspaonde a un lapso alrededor de
unas tres semanas entre la meiosis y la antesis, que puede

s@r mas corto en ciertes especies (Dodds y Simmonds, 1946).
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En  Musa, la celula madre del polen es realmente enorme
en relacidn a los pequefios cromasomas y el huso. Los granos
de polen tienen un diametro de %0 a 100 micrones. Por otra
parte la celula madre del polen es mucho mds grande que la

célula madre de la megaspora (Simmonds, 1962).

Segun Fahn (1978B), en las angiospermas, el gametdfito
masculino maduro consiste de tres células que provienen de
tos divisiones mitoticas que ocurren en el grano de polen.
Artes de la primera mitosis, el nucleo de la microspora (el

grano de polen inmaduro) se adosa junto a 1la pared. De la

primera division resultan dos ceélulas, la vegetativay la
generativa.

De atuendo con  Mepham vy Lone (1970), la célula
generativa tiene inicislmente una pared de calosa. Poco

después de su formacidn, ésta se separa de la pared del grano

de polen y abandona su envoltura de calosa, vy se rodea del
citoplasma de la célula vegetativa. En este estadio se ha
observado que adopta una forma oval o lenticular. Hacia este
momento es cuando el granroc de polen se “derrama" de la
antera.

Maheshwari (1950), opina que aunque en muchas plantas la

célula generativa se divide para formar los dos ndcleos
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gameticos antes de la dehiscencia de la antera, en otras
especies la célula generatriz no se divide hasta haber

penetrado en el tubo polinico (figura 3).

£l proceso de la megaesporogenesis ha sido descrito por
Dodds (1945} . Este autor afirma que el saco embrionarioc de
los bananos silvestres es del tipo mornosporico, con ocho
nucleos, referido usualmente como normal. Ademds afirma que
la meiosis se presenta en las flores femeninas mas viejas, en
el momento en que =1 racimo sale del pseudotallo v, unos

cinco a siete dias después, los estigmas son receptivos.

Bouharmont (1943}, coincide con &l autor anterior v en
un estudio de la especie Musa acuminata ssp burmannica, opina
que el saco embrionario de las musaceas tiene generalmente
forma de cono. Presenta tres células uninucleadas en 1la
punta del cono vy dos ndcleos polares en la base. la oosfera

esta vacuolizada,; su nucleo es pequefo v estd en la parte

media o profunda de la célula. Las dos sinérgidas estan al
lade de la oosfera, ellas son un poco mas pequedas vy  su
citoplasma es muy densc en la la mitad superior, Los dos

nicleos polares son mas voluminosos vy  su nucléolo s muy
grueso; ellos estan unidos vy situados al fonde del saco

embrionario, en el agujero central o en una proximidad de
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Tipos de desarrollo de los gametsfitos mascul inos
en las angiospermas (Maheshwari, 1950).



Figura 4.

{Bouharmont,

~ oosfera

-———- sinérgidas
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S e

nicleos polares

Saco embrionario de Musa sp, tipo monospédrico

1963).
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este (figura 4). No hay ninguna huella de las antipodas al
momento de la floracion, aunque Dodds (1945%) observd tres
antipodas en el agujerc mediano, en el caso de un  clon

comestible de Musa acuminata.

6. Polinizacidn de los bananos silvestres.

Los eventos subsecuentes a la polinizacidn fueron
descritos por Dodds (1945). Segun este autor los tubos
polinicos crecen hacia abajo del estilo en unas 12 horas, con

un promedio de alrededor de tres milimetros por hora.

Bouharmont (1963), afirma gque la penetracion del tubo
polinico provoca un obscurecimiento de toda la parte superior
y de toda la region donde se encuentran los nucleos polares.
Cuando el citoplasma se vuelve mas claro, la fusion de la
cosfera con uno de los nucleos machos estd terminada vy el
zigoto posee uno o dos nucleos (figura 5). Las sinergidas
han desaparecido o estan practicamente destruidas. En el
fondo del saco embrionario, una masa de citoplasma muy
coloreable, desprovista de pared contiene tres nucléoclos del

mismo tamafo o dos gruesos vy uno pegueno.

El ndcleo endospérmico se comienza a dividir casi en

seguida. El zigoto se desarrolla més tardiamente, vy el

Ll
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primer proembridn pluricelular ha sido observado en frutos de
13 dias. Esta divisidn es sin embargo variable y la célula
25 aun dnica en algunos sacos embrionarios mas viejos

(Bouharmont, 19463).

El ultimo comentarico de Bouharmont ha sido expuesto por
Dodds (1943}, aseverando que en fertilizaciones que siguen su
curso normal, el zigoto permanece como una célula individual
por un periode de unas cuatro semanas. Ademds opina gue
alrededor de 12 horas después de la fertilizacidén, se forma
un  endosperma  triploide cuatrinucleado vy dos dias después

existen de 20 a 40 nucleos.

La mayoria de las subespecies de Musa acuminata poseen
de 100 a 200 ovulos por ovario, aungque en las de Musa
balbisiana se encuentran mas (300 a 400). De alli que siempre
halla pérdida de dvulos en el desarrollo, de modo que la
fertilidad de las semillas nunca es igual al numero de dvulos

{Simmonds, 19&2).

En semillas de 25 dias, el prosmbridn es una pequeda
masa pluricelular indiferenciada y alargada que mide 65
micras de largo y 35 micras de ancho; a los 40 dias, el
embrion mide 110 micras de largo y 40 micras de ancho, vy

emerge parcialmente del hueco de la corona micropilaria. (4]
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los 55 dias, su tamafo es muy grande y variable e] cual puede
variar entre 120 y 250 micras de largo y de BO a 170 micras
de ancho. Muestra un comienzo asimetrico siguiendo 1la
orientacidn de la copa, la zona meristemdtica es terminal vy

globosa o depositada lateralmente (Bouharmont, 1963).

En las semillas de 62 dias, el embriétn se fija a la
corona nucelar por el suspensor v se ensancha en la cavidad
delimitada por el collar micropilario (cavidad embrionaria).
Es alargado y mads o menos cilindrico, redondeado en la cima o

terminando en punta (Bouharmont, 19463), {figura &}.
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Figura 5. Frocesos en la reproduccion de una semilla.

Empezando con las esporas céelulas madre en las
anteras v en los édvulos, se sucede una serie de
aventos que culminan en la fertilizacidn v

formacion final de la semilla (Poehlman, 1983).



Figura &.

Corte esguemdtico de una semilla madura de Musa
s8p. ee: eplidermis exterior (abaxial) del
tegumento extermno, tel, te?2, te3: capas
diferenciadas del tegumento externo; ei:
epidermo interior del tegumento externo; ti:
tegumento interno; c: cuticula del nucelo; p3
restos del perisperma; en: endospermaj a: zona
de absorcidn; h: hilo; f:haz; os: parte poco
diferenciada del opérculwe; oi: parte inferior
muy dura del opérculo; m: rastro del micrépilo;
cn: gorro nucelar; ce: cavidad embrionaria; cm:
collar micropilario; em: embrién; mn: restos de
ia masa nucelar axial; tt: tejido de transicion
entre el nucelo y la chalaza; ds: disco superior
de la chalaza; di: disco inferior; pe:
parénquima situado en el centro de los discos;
b: cojin esclerificado en el centro del disco
inferior, (Bouharmont, 1943).

39
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I11. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacién se realizd en la Unidad de
Biotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultivos
Tropicales, CATIE, Turrialba, Costa Rica; con la colaboracitn
del Laboratorio de Investigaciones Biolégicas de México,
Centroamerica y Panama (0IRSA), extensidn de San José, Costa
Rica. El estudio se realizd durante el periocdo comprendido

entre Octubre de 1990 y Uctubre de 1971.

EL material vegetal se obtuvo de la coleccidn de
Musaceas del Centro Agrondmico Tropical de Investigaciéon vy
Ensefanza, wutilizandose la subespecie Musa acuminata ssp

burmannicoides y la subespecie Musa balbisiana tipo TANI.

1. Pruebas preliminares.

1.1. Microesporogénesis y forma de la tétrade.

Con el fin de degradar la exina de los granos de polen,
y permitir una mejor observacitdn al microscdpio, se tomaron
flores masculinas con sus anteras y se pusieron en  una
solucidn que contenia, seis partes de etanol absoluto, tres
partes de cloroformo, una parte de acido acético. Se afadid

urna gota de FeCls.éH20 (sclucidn saturada}, por cada 15 ml.
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de solucidn. El tiempo de maceracion en la solucion para
degradar la exina varid segun la edad del polen. Asi las
flores que salieron al levantarse las bhracteas 40 a 346 fueron
dejadas por un  dia vy las de las bracteas 3I7 a 22
permanecieron tres dias, debido a que la exina es mas gruesa

en estos ultimos estadios de desarrollo del polen.

Para preservar sus estructuras, se fijaron en FRA (ocho
partes de etanol 702, una parte de formalina 37%, una parte

de &cido aceético glacial).

Para la observacion al microscopio se tomaron las
anteras y se pusieron en un portaobjetos, luego se les afadié
el colorante carmin-acético (en exceso) y con un bisturi se
segmentaron vy aplastaron para permitir la =alida de los
granos de polen. Finalmente se les colocd un cubreobjetos y
can  la ayuda de un mecherc se calentd suavemente el

portaobietos para mejorar la tincién.

1.2 Viabilidad y germinacidn del polen.

Con el fin de evaluar la viabilidad vy la capacidad de

germinacion del polen de las subespecies Musa acuminata s8p

burmannicoides y Musa balbisiana tipo TANI, antes y después
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de la irradiacion con rayos gamma, se realizaron las pruebas

siguientes:

La primera prueba fue la determinacidn de la viabilidad
mediante el uso de diferentes tinciones. Fara el polen de la
subespecie Musa acuminata ssp burmannicoides, se utilizaron
tres tinciones: colorante de Alexander (Anexo 1)}, Azul de
Algoddn y Fluoresceina (Anexo 2). Debido a los resultados
encontrados en los ensayos anteriores, para el polen de la
subespecie Musa balbisiana tipo TANI solo se utilizaron el

colorante de Alexander y &1 Azul de Algodon.

Luego se probaron unos medios de cultivo para lsa
determinacion de la capacidad germinativa del polen. La
mayoria de los medios han sido utilizados en otras plantas, v
estos contenian en orden de importancia: sacarosa, Aacido
borico; también se ajustaron diferentes grados de pH. Las
diferentes combinaciones probadas se muestran en el cuadro 1.
Cuadro 1. Factores y niveles utilizados para la

germinacidn del polen de la especie

Musa acuminata ssp burmannicoides, en
medioc liguido.

Factor Niveles 0 1 2
Sacarosa 1% 5% Qu
Acido Borico 0,01% 0,024 0,03%

pH 6,0 6,5 7,0
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Ademas se utilizéd un medio sodlido de germinacidn,
sugerido por la guia de histologia del CIRAD, con
modificaciones en la concentracidn de agar vy sacarosa
{Anexo 3).

Se probd  tambien el método de germinacidn in vivo sobre
los estigmas, el cual consistid en tomar en el campo flores
femeninas vy masculinas, lievarlas al laboratorio, vy ahi
depositar ]l polen de las anteras sobre los estigmas de las
flores femeninas, poniendo estas wltimas en cajas petri vy
colocandolas a una temperatura de 28C2 por 24 horas.
Posteriormente los estigmas fueron tefidos com el colorante
"L " (Anexo 4) vy se observaron bajo el microscopio de

fluorescencia con un filtro Nikon Bv-2A de exitacidn Ex400-

440 y Barrido BA 470.

1.3. Variables evaluadas.

La viabilidad del polen se evalud a traves de
coloraciones (Cuadro 2), mediante el conteo al microscopio en

10 campos opticos, contando 100 granos de polen en cada uno.

Para los experimentos de germinaciédn del polen la
variable evaluada fue 21 porcentaje de germinacidn, por medio

del contec en campos dpticos.
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Cuadro 2. Tincidn diferencial para evaluar viabilidad del
polen.
Tinte Viable No Viable
Azul de Algoddn Azul Incoloro
C. Alexander Rojo Verde
Fluoresceina Fluorece No fluorece

1.4, Analisis estadistico.

En la determinaciéon de la viabilidad del polen de 1a
subespecie Musa acuminata ssp burmannicoides, por medic de
colorantes, se utilizd un disefo completamente al azar con 3

tratamientos v 9 repeticiones.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yij=p+ri+€ij.

Donde:

p=media general.
Yij=porcentaje de germinacién.
Tizefecto del colorante.

Elj=error experimental.
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El analisis de varianza se efectud de la siguiente

manera:
FUENTE DE VARIACION GRADDS DE LIBERTAD
Colorante (C) (C-1) 2
Error {(E) C{r—-1) 12
Total (N) {N—1) 14

En  la determinacion de la viasbilidad del polen de 1la
subespecie Musa balbisiana tipo TANI, por medio de colorantes

se utilizd una prueba "T" de Student.

El analisis estadistico para la determinacion de los
niveles de los factores wutilizados en la germinacion del
polen se realizd mediante un arreglo factorial 3=, en blogues
incompletos, lo cual resultd en un total de 27 tratamientos.
Se realizaron dos repeticiones (2 x 27} lo que lleva a 54 el
numerac de unidades experimentales. £En este disefo
estadistico la interaccion triple se encuentra confundida con

los dias (bloques).

Las fuentes de variacion vy grados de libertad para el

andlisis de varianza de este experimento son los siguientes:

F.V G.L

S 1
Blog
log/rep = SPA{parte) 4
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g

P

Al

SkP

SxA

PxA
SPA(parte)
Error
Total

WO kbbb bHRNNN

(610 .%)

2. Conservacion de polen.

Debido & gue la fuente de Cobalto 40 utilizada en el
experimento, s@ encontraba en la ciudad de San José, fué
necesario realizar un ensayo de conservacion de polen con el
fin de determinar el tiempo comprendido entre la colecta del
palen v la polinizacidn. Para ests evaluacion se empled la
tecnica de germinacion scbre los estigmas wutilizando dos
tratamientos: uno consistia en dejar gl polen en el
labaratorio a temperatura ambiente (258C * 2)por 48 horas,y
el otro en dejar el polen por 48 horas a 98C*1 en un
refrigerador. Este ensayo también incluyd un testigo, el

ctial fué puesto a germinar inmediatamente.
2.1 Variables evaluadas.
En este experimento la variable evaluada fue el

porcentaje de germinacidn, a través del conteo en campos

opticos, vya que el interes era conocer en que medida se
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conservaba la capacidad de germinar del palen bajo las

condiciones mencionadas anteriormente.

2.2 Analisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de esta etapa se utilizd

una prueba "T" de Student.

3. Irradiacidén de polen.

La radiacidn utilizada fue la radiacion gamma, emitida
par una fuente de Cobalto &0. Esta fuente, da una dosis de

10 kr en 21 minutos.

£1 polen fue sometido a diferentes dosis de radiacidn
gamma, para lo cual se tomaron las flores masculinas al
momento de la antesis y se pusieron en recipientes de
plastico transparente (majentas), las cuales se cubrieron con
papel de parafina y se introdujeron en la fuente de Cobalto
60, para aplicarle una dosis especifica. Primeramente se
utilizarcn dosis de 10 kr, 20 kr, 30 kr, 40 kr, SO kr, 60 kr,
70 kr, 80 kr, %0 kr, 100 kr. Debido a los resultados
obtenidos con las dosis anteriores, se acortd el intervalo Y

se utilizaron dosis de 3 kr, S kr, 7 kry, 8 kr, 10 Kr.
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lLos periodos de tiempo requeridas para alcanzar las
diferentes dosis de radiacion se muestram en &l cuadro 3.

Cuadro 3. Tiempos necesarios para alcanzar las diferentes
dosis de radiacidn.

TIEMPD DOSIS

6,3 min 3 Kr
10,3 min S Kr
14,7 min 7 Kr
16,8 min 8 Kr
21,0 min 10 Kr
42,0 min 20 Kr
63,0 min 30 Kkr
84,0 min 40 Kr
105,0 min 20 Kr
126,0 min 6O Kr
147,0 min 70 Kr
168,00 min BOC Kr
189,00 min P00 Kr
210,00 min 100 ¥Kr

3.1 Variables evaluadas.

Se evaluo el porcentaje de germinacidn, con el fin de
establecer 1la influencia de 1a dosis de radiacién sobre 1la
germinacion del polen y sobre la capacidad de polinizacién de

este.

4. Polinizacidn con polen irradiado.

Una vez que se irradid el polen con las dosis descritas

anteriormente, se procedid a polinizar el mismo dia con polen

fresco vy al siguiente dia, con polen conservado a 98C.
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Para esta prueba se utilizaron un total de 12 plantas,

las cuales produjeron de 7 a 10 manos cada una. A cada mano
se le aplicd un tratamiento diferente (o sea, polen con
diferente dosis de irradiacion). Ademds en cada planta se

tuvo una mano testigo polinizada con polen sin irradiar vy

otra mano sin polinizar.

Para evitar posibles alteraciones ocasionadas por el

polen de otras plantas, traido por insectos (principalmente
abejas), cada racimo se cubrid con una bolsa ( tela tipo
malla) de peolinizacidn antes de que las flores femeninas se
abrieran; esta se mantuvo a lo iargo de todas las

polinizaciones (figura 7).

FPara determinar si los tubos polinicos del palen
sometido a diferentes dosis de radiacion podian entrar en
contacto con los dvulos, se tomaron muestras de flores
femeninas a las 48 horas de haberse polinizado y se tiferon

con el colorante "“Z". Debido al tamafo Y grosor de éstas,
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Figura 7. Bolsa de polinizacidn utilizada para evitar la
entrada de polen extrano.
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fueron aplastadas con un “"sguash' para luego ser observadas
al microscopio de fluorescencia utilizandose 21 mismo Ffiltro
que se utilizd para el conteo de germinacidn sobre los

gestigmas.

4.1 Variables evaluadas.

Para determinar si la semilla se desarrollaba al  ser
polinizada con polen irradiado, se evalud el tamafo de la
semilla a los 15, 235, 33, 45, y 55 dias después de la

polinizacidn.

9. Estudic histoldgico.

Con el fin de observar el grado de desarrollo que
presentaban las semillas provenientes de las diferentes
polinizaciones realizadas, se hicieron muestreos a los 15,

25, 35, 45, y 55 dias después de efectuada la polinizacidn.

Estas muestras fueron fijadas en una solucion de FAA
(formalina, a.acetico, etanaol) durante dos dias, y
deshidratadas en una serie ascendente de alcohol etilico
( 502, 70, BOQ, 04, 952, 1009, 1008), a razdn de una hora

en cada alcohol. Se pasaron luego a una mezcla (1:1) de
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alcohol de 100 y tolueno durante 30 minutos. Seguidamente se
sumergieron dos veces en tolueno puro (una hora cada vez).
Posteriormente fueron colocadas en una mezcla (1:1) de
tolueno y parafina durante 30 minutos, para hacerles

finalmente tres cambios en parafina pura (una hora cada vez).

Una vez infiltradas en bloques de parafina, las muestras

s2 montaron en blogues de madera para ser cortadas. Los
cortes fueron de nueve micras de grosor, utilizando un
microtomo de rotacidn. Dichos cortes fueron montados en

portaobjetos y tefidos con la técnica de cuadruple coloracien
(CIRAD, 1989) para su posterior observacién al microscopio de

luz.

6. Rescate de embridn.

Se realizaron rescates de embrion a 1los 45, 55 y BO dias
de edad, debido a que no se sabia si las semillas polinizadas
caon polen irradiado podrian lograr el desarrollo del embrion
completamente maduro. Por lo cual, para los 45 v 55 dias se
utilizo wun medio MS (Anexo 5), con una composicion hormonal
ajustada por Escalant vy Teisson {198%). Este cantenia
picloram (2 mg/l), para estimular la formacion de callos. Al
formarse callos, estos se cambiaron a un medio con 0,5 mg/l
de picloram para estimular la formacion de embriones

somaticosy; dichos embriones se cambiaron a un medio de
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germinacion: MS con AIA (2 mg/l) vy BAP (0,5 mg/l) el cual

también se utilizd para los embriones maduros de BO dias.

6.1. Variables evaluadas.

Para los embriones inmaduros se evalud el porcentaje de
formacidn de callos. Para los embriones maduros se evalud el

porcentajie de germinacidn.

7. Microscopia electrinica.

Los granos de polen de ambas subespecies fueron puestos

a germinar sobre los estigmas ( ver materiales y métodos).

Despues de 24 horas de haberse efectuado la
polinizacion, se tomd una muestra de este material y se
proceso para microscopia electrodnica de barrido. Para ello,
los estigmas fueron fijados emn una soluciédn de glutaraldehido
al 2,54 en buffer de fosfatos durante tres haoras. Despugs de
tres lavados de 10 minutos cada uno en buffer de fosfatos, se
hizo uwuna postfijacidn en tetradxido de osmio (1%) en buffer
de fosfatos {(una hora), realizandose otros tres lavados de 10
minutos cada uno en buffer de fosfatos. Posteriormente ce

deshidrataron en una serie ascendente de alcohol etilico
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(508, 702, BOQ, %08, 958, 1008, 1009). Finalmente se sSecaron

por punto critico y finalmente se recubrieron com oro.

8. Colaoracion de ADN.

En esta etapa se utilizaron muestras de polen irradiadco
a diferentes dosis (3 Kr, 5 Kr, 7 Kr, 8 Kry, 10 Kr, 20 Kr, 30
Kr, 30 Kr) y un testigo. Se procedio a tefiir granos de polen
y polen germinado con el colorante DAPI (Anexo &Y, el cual
segun CIRAD (198%9), hace que fluoresca (blanco britlante) el
ADN de los nucleos del polen. Las observaciones se
realizaron al microscopio de fluorescencia wutilizandose un

filtro Nikon Uv—2& de exitacion Ex 330-380 y barrido BA 420,

Nuestro interés era ver como se afectaba la organizacion
de la cromatina, con las diferentes dosis de radiacion Y
evaluar o predecir 1la capacidad de fertilizacidn del polen

irradiado, segun la dosis que se le aplicara.

9. Cariotipo.

Para deteminar el nivel de ploidia, se utilizd el método
simplificado de conteo de cromosomas de Shepherd
{comunicacion personal). Este método consiste en tomar las

puntas de las raices mas jdvenes vy realizar un pretratamiento

con 8-Hidroxiquinolina por & horas, para detener las mitesis
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ern el estadio de metafase. Se transfirieron luego por 18
horas a una solucidn fijadora {(una parte de alcohol 938,

cuatro partes de &cido acético glacial, cinco partes de agua

destilada). Posteriormente se realiza la tincion y ‘“sguash"
en orceina al 24 en lactofenol (partes iguales de: Acido
lactico, fenol, glicerol, v agua). La observacidn se realiza

al microscopio de luz con el objetivo de inmersion (100X).
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IV. RESULTADDS

1. Pruebas preliminares.

En esta investigacidn se realizaron algunas pruebas con
el polen de la especie Musa acuminata subespecie

burmannicoides y algunas con Musa balbisiana tipo TANI.

1.1. Microesporogénesis y forma de la tétrade.

Los resultados del estudioc de la microesporogenesis se

muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Microesporogénesis del diploide Musa acuminata
ssp burmannicepides.

Estadio |Célula madre Meiosis Tetrade Uninucleéado
centro polo
Bractea 4037 Ib 3533 I2-29 |28-22

En este estudio se pudo observar los diferentes estadios
por los que pasa el polen de la subespecie Musa acuminata sSSP
burmannicoides en el proceso de microesporogénegsis, con
excepcion del estadio binucleado, debido a la presencia de
una capa de exina muy gruesa, la cual no se pudo degradar lo
suficiente. Pero de acuerdo a lo observado, el proceso de

microesporogenesis se desarrolla normalmente (figura 8 y ?).



37

En  wun recuento de las diferentes formas de la tétrade,

se obtuvo un promedio de 76,1% de tetrades esfericas, sobre
los tres estadios (bréacteas 33, 34, 35) en los cuales se da
la formacidn de tétrades. Este dato es muy importante puesto

que segun Dessauw (1987), existe una correlacion positiva
(r=0.98) muy alta entre la tasa de formaciom de tétrades
esféricas y la fertilidad polinica. Los resultados se
muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Recuento de las diferentes formas de tétrade
encontradas .

Bractea Téatrade Tetrade Teéetrade Porcentaije
esférica lineal en T tétrade
esférica

35 74 14 13 73,2
34 81 12 11 77,8
33 54 10 & - 77,0
Total 211 36 30 | 7h,1

1.2. Viabilidad del polen.

FPara la prueba de la viabilidad del polen de la gespecie
Musa acuminata ssp burmannicoides, los resultados se agrupan
en el cuadro &. E! anadlisis de estos resultados con el proc
GLM de 8A5, nos dice que existe diferencia altamente
significativa (PR>0,0001) entre los tratamientos, presentando

medias de 92,0% para la fluoresceina, 6&1,1% para el azul de
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algodén, 59,04 para el colorante de Alexander. Estos datos
fueron sometidos a la transformacion arcoseno J, pero las
diferencias v coeficientes de variacion no tuvieron un cambio
substancial.

Cuadro &. Porcentajes de germinacion del polen de

M.acuminata ssp burmannicoides, estimados
a traves de diferentes colorantes.

Colorante REPI REPZ REP3 REP4 REPS
Azul de algoddn 62,9 &2,0 55,9 &2,2 62,9
C.Alexander 51,4 42,9 71,0 647,33 60,7
Fluoresceins 20,0 59,0 71,0 82,0 88,0

Una prueba de Duncan, realizada a estos datos reveld gue

Mo existe diferencia estadistica entre lus resul tados
obtenidos con el colorante de Alexander y los que se
obtuvieron con el azul de algodon. Sin  embargo, la
diferencia observada con el uso de la fluoresceina es5

significativa con respecto a los otros dos colorantes (cuadro

7).
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Cuadro 7. Medias aritméticas y prueba de Duncan del
experimento de tincidn del polen de M.acuminata
ssp burmannicoides, expresadas en porcentaje.

Colorante Media D.std Grupo Duncan
Azul de algodon 41,1 2.9 B
C.Alexander 89,0 11.9 B
Fluoresceina 92,0 4.1 A

e realizd una prueba de tincidn parecida a la anterior,
sobre el polen de la especie Musa balbisiana tipo TANI,

utilizada como padre en fecundaciones sobre Musa acuminata

ss5p burmannicoides. En este caso se reallizo una  prueba"T”
de SBtudent y soalamente se utilizaron el colorante de
Alexander y el azul de algodén. lLLa fluoresceina no se

utilizo en este ensayo ya que en la prueba anterior no diaé
resul tados satisfactorios y acordes con la germinacion real
del polen. Los resultados expresados en porcentajes se
muestran en el cuadro 8.

Cuadro B. Porcentajes de germinacion del polen de Musa

balbisiana tipo TANI, estimadous a través de
colorantes.

Colorante REPI REP2 REP3 REP4 REPS

Azul de algodon 75,0% 52,5% 60, 6% 8&,5% 85,7%

C.Alexander 82,6% $1,87% 54,3% 2?3, 5% T73,9%
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En este caso también se encontrd que no habia diferencia

significativa en los resultados obtenidos comn el colorante de

Alexander vy el azul de algodédn. Desde un punto de wvista
estadistico, la probabilidad de obtener un valar de f=1,18,
es muy alta (0,8755), lo cual indica que las varianzas no
difieren. Entonces se utilizd la prueba "T" de varianzas

iguales, o sea que Pr>T0,4590 por lo tanto las medias son
iguales. Estos resultados se muestran en el cuadro 9.
Cuadro 9. Medias aritméticas y probabilidades en el

experimento de tinciédn del polen de Musas
balbisiana tipo TANI.

Colorante Media D.std P>T
ARzul de algoddn 71,46 14.7 00,4590
C.Alexander 79,2 15.9

1.3. Germinacion del polen.

En los experimentos de germinacion del polen in vitro de

la subespecie Musa acuminata ssp burmannicoides, en los gque

se varlaron los factores: sacarosa, 4&cido borico y pH, solo
se obtuvo respuesta en el arreglo: sacarosa(94), 4&cido
bérico(0,02%), FPh(7,0)}. Esta respuesta fue de 204 de
germinacion.

Con la combinacion de estos tres factores en las

proporciones  antes indicadas, se modificd el medio de
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germinacidn del CIRAD, (1989); comg se mnuestra en el anexo 3.
El porcentaje de germinacidon asi obtenide fue de 23,5%, lo

cual no representd un aumento importante (figura 10).

En &l caso de germinacidn sobre los estigmas, del polen
de M.acuminata ssp burmannicoides , se obtuvo un  porcentaije
de germinacidn de 5%9,6%4. Al cotejar este resultado con los

qgue se obtuvieron en la prueba de viabilidad por colorantes,

Se observa que para el polen de Musa acuminata s8D
burmannicoides, tanto el azul de algodén (61,1%), como el
colorante de Alexander (59,04), tienen una muy buena

aproximacidn a la realidad.

Para el polen de Musa balbisiana tipo TANI, el
porcentaje de germinacidon sobre los estigmas fue de 56,7%.
Esta aproximacidn no es tan exacta, pero se debe tomar en
cuenta que todas las pruebas de germinacidn se hicieron saobre
estigmas de Musa acuminata ssp burmannicolides, lo gue pudo
haber alterado el porcentaje de germinacidn, puesto gque segun
Simmonds (1987), las condiciones interespecificas presentan
diversos grados de incompatibilidad entre el estigma v el

polen.
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Figura B. Microesporogénesis. a. Célula madre; b. Meiosis.

Figura 9. Microesporogénesis. a. Tétrade esférica;
b, Estado uninucleado.

i)

igura 10. Polen de Musa acuminata ssp burmannicoides
germinando in vitro.
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2. Conservacidn de polen.

Las pruebas efectuadas para medir la germinacion de los
granos de polen despues de su  conservacidon a diferentes
temperaturas, dieron un resultado de 50% de germinacion sobre
los estigmas para la temperatura ambiente (259C * 2) v de un
274 de germinaciéon para la temperatura de 99C *1; los datos
de este experimento se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Resultados de la prueba de conservacitn de

polen.
23ecC FaC
Germinacidn Germinacidn

(%) (%)
Estigmas 1 72,1 33,4
Estigmas 2 59,9 40,7
Estigmas 3 12,0 74,4
Promedio 50,0 57,0

El analisis estadistico de este experimento demuestra
que no existe diferencia significativa entre 1los dos

tratamientos de temperatura (cuadro 11).
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Cuadro 11. Medias aritméticas y probabilidades del
experimento de conservacion del polen de
Musa acuminata sap burmannicoides.

Temperatura Media P>T
2504 50,0 G,7489
Cca 57,0

3. Irradiacion de polen.

Los resultados obtenidos en la germinacion del polen

irradiado, fueron un tanto variables para las diferentes
dosis utilizadas. 8in embargo, el polen germind a cualquiera
de las dosis que recibid (figura 11). Se establecid que

tanto el polen de Musa acuminata ssp burmannicoides como el
de Musa acuminata tipo TANI, puede germinar después de ser
sometido & wuna radiacidn considerada como muy alta (100 Kr).
Esto ha sido comprobado en Tabaco por otros autores como
Pandey (1980). Los porcentajes de germinacion obtenidos se
muestran en el cuadro 12 (figura 12} y el cuadra 13 (figura

13}).



Cuadro 12.

Germinacidn sobre los estigmas del

polen de Musa acuminata ssp burmannicoides,
sometido a diferentes dosis de radiacion
gamma.

Dosis porcentaje de germinacidn
Testigo 59,6
10 Kr 66,8
20 Kr 65,2
30 Kr 43,2
40 Kr bb,b
50 Kr 26,1
60 Kr 69,4
70 Kr 54,6
BO Kr 39,6

100 Kr 45,4

Cuadro 13.

Conteo de polen germinando de
Musa balbisiana tipo TANI sobre estigmas
de Musa acuminata ssp burmannicoides.

Dosis porcentaje de germinacion
10 Kr 27,0
20 Kr 61,4
30 Kr 62,0
40 Kr 27,5
30 Kkr 45,0
60 Kr 61,5
70 Kr 27,0
80 Kr 38,0
F0 Kr 34,4
Testigo 96,7

69



Figura 11.

Polen de M.acuminata ssp burmannicoides
germinando sobre los estigmas. a. Granos

de polen mostrando sus tubos germinativos (80X);
b. Germinacidn de un grano de polen (400 X).
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Figura 12. Porcentaje de germinacion
del polen de M acuminata ssp burmanni-
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4. Polinizacidn con polen irradiado.

La polinizacion de Musa acuminata ssp burmannicoldes
permitic la formacidn de frutos v semillas , para todas las
dosis de radiacion utilizadas (figura 14). Ademds no se
observd diferencia apreciable de tamafo entre las semillas
testigo v las semillas obtenidas con las diferentes dosis de
irradiacidn aplicadas (cuadro 14). Se puede observar en la
figura 15, que el crecimiento de las semillas e muy
importante en los primeros 25 dias después de la fecundacion,
para luego disminuir su incremento poco & poco hasta los 35

dias, en donde su tamafo evolucioma muy poco.

Resultados similares se cbtuvieraon con las
polinizaciones wutilizando el polen de Musa balbisiana tipo
TANI, en cruce con  Musa acuminata ssp burmannicoides. Los

resultados se pueden observar en el cuadro 15 v la figura 16.

Ademds, utilizando ®l1 microscopio de fluorescencia, se
obhservd gque independientemente de la dosis de irradiacion
utilizada, los tubos polinicos entran en contacto con  los

ovulos (figura 17 y 18}.
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Cuadro 14. Tamafo en mm de las semillas aobtenidas
por polinizaciones con polen irradiado
de Musa acuminata ssp burmannicoldes.
Tratamiento X15d X25d X35d X45d X556d
Pt 1,9 5,3 &,3 b,46 6,22
10 Kr 0,72 3,98 5,0 3,4 5,4
20 Kr 2,16 3,9 5,28 5,7 b,16
30 Kr 2,3 5,76 5,22 6,0 5,0
40 Kr 1,8 4,9 92,74 5,8 5,9
30 Kr 2,0 5,22 5,28 5,9 5,9
&0 Kr 1,7 4,8 5,2 5,1 9,62
70 Kr 2,0 3,6 5,28 &,0 5,9
7?0 Kr 2,0 3,5 5,0 3,2 3, 56
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Cuadro 15. Tamafo en mm de las semillas obtenidas por
polinizaciones interespecificas con polen
lrradiado de Musa balbisiana tipo TANI.

Tratamiento X15d X25d X35d X435d X35d
Pt 2,04 4,4 9,4 5,48 5,48
10 Kr 1,84 5,34 3,36 5,72 5,72
20 Kr 1,76 4,86 5,7 5,5 5,5
30 Kr 2,34 4,7 4.8 4,8 5,0
40 Kr 2,46 4,04 5,04 5,64 5,52
30 Kr 1,32 345 5,28 5,72 5,6
&0 Kr 2,38 3,9 5,42 5,8 S,8
70 Kr 2,0 4,6 5,22 5,2 5,4
80 Kr 2,4 4,6 5,4 5,9 5,62

100 Kr 1,7 3,8 5,52 5,4 5,4
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Figura 14. Racimo de M.acuminata ssp burmannicoides
polinizado com polen irradiado.
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Figura 17. Recorrido de los tubos polinicos a cualquiara
de las dosis utilizadas. a. Tubos germinativos
en el estigma; b. Tubos bajando por el estilo.

Figura 18. Recorrido de los tubos polinicos a cualguiera
de las dosis utilizadas. a. Tubo pasando por

los pelos pluricelulares con mucilago; b. Tubo
haciendo contacto com un dvulo.



74

9. Estudio histoldgico.

Los resultados del estudic histoldgico demostraron que

al polinizar con polen irradiado (20-100 Kr) de ambas
subespecies, existe un desarrollo de los tejidos de la
semilla, exceptuando el embrion (figura 19 y 20) y el

endospermo (figura 21).

En la dosis de 10 KkKr en autopolinizaciones de Musa
acuminata ssp burmannicoides también existid un  desarrollo de
los tejidos, con la diferencia de que en este casp se observe
el endosperma (figura 22 v 23), v no se pudo evidenciar la

presencia del embridn.

En el testigo polinizado con polen sin irradiar, se
observd el embridn (figura 24 vy 23), vy el endosperma
{figura 267 . Los frutos que no  fusron polinizados,

presentaron a los 15 dias dvulos necrosados. Esto demuestra
que el polen irradiado puede producir un estimulo para el
desarrolloc de la semilla, vya que al no recibir polen los
ovulos no se desarrollan, pero cuando reciben polen irradiado
a dosis muy altas (donde no se forma embridn, ni endosperma,
debido a que no fueron fertilizadas), su tamaro v los otros

tejidos son perfectamente normales (figura 27).
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En las semillas resultantes de la polinizacién par el
polen de Musa balbisiana tipo TANI, resultados similares sg
obtuvieron para las dosis superiores a 30 Kr. A 20 kr se
observd a los 45 dias la presencia de un embridn degenerado
(figura 28). 5in embargo, a 10 Kr se pudo constatar 1la

formacidn del embrion completamente desarrcllado (figura 29).

Con base en los resultados anteriores, 8l intervale de
la dosis de radiacion fue acortado, utilizadndose dosis de 3
Kry, 5 Kry, 7 Kr, 8 Kr. Como se muestra en las figuras 30 v
31, en  las autopolinizaciones de Musa acuminata ==l
burmannicoldes, para todas las dosis del intervalo acortado,
a los 45 dias se constatd la presencia de un embridn  bien

desarrol lado.

En los cruces interespecificos con el polen de Musa

balbisiana tipo TANI, irradiadeo con dosis del mismo
intervalo (3, 3, 7, 8 Kr}, también se evidencid a los 45 dias
la presencia de un embriodn bien desarrollado ( figura 32 v
33).

En los cortes histoldgicos de las semillas obtenidas con
estas uwltimas dosis no se evidencid la presencia del
endospermo, pero en cortes manuales de la semilla se pudo

observar que esto solia ser variable. Por razones de tiempo
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fué dificil observar todas laz semillas para verificar la
presencia del endosperma. Sin embargo en estudios futuros
seria importante hacerlo, vya que los embriones haploides

podrian encontrarse en las semillas sin endospermo.
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Figura 19. Corte histolégico de una semilla de M,acuminata
ssp burmannicoides, mostrando la ausencia del
embridn,..Tratamiento 20 Kr. a. A los 45 dias
(10X); b. A los 55 dias (10X).

Figura 20. Corte histoldgico de una semilla de M.acuminata
ssp burmannicoides, tratamiento 30 Kr. a. A los
19 dias (10X); b. A los 55 dias (10X).
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Figura 21. Corte longitudinal de una semilla de M.acumirata
s8p burmannicoides a los 43 dias, mostrando 1a
ausencia del endospermo; Tratamiento 20 Kr.

o L : g T T,

b N 14
Figura 22. Corte histoldgico de una semilla de M.acuminata
ssp burmannicoides, mostrando la presencia del
endospermo; tratamiento 10 Kr, a los 35 dias

(10 X).

Figura 23. Corte longitudinal de una semilla de M.acuminata
ssp Lurmannicoides, mostrando la presencia del
endospermo; tratamiento 10 Kr.




Figura 24.

Figura 25.

Corte histologico de una semilla testigo (polen

sin irradiar). a. Proembridn unicelular a los 15
dias {(20X); b. Proembridn multicelular a los 25

dias {10X).

Corte histoldgico de una semilla testigo (polen
sin irradiar). a. Embridén a los 45 dias;
b. Embridn a los 55 dias.
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Figura 26.

Figura 27.

Corte longitudinal de una semilla de
M.acuminata ssp burmannicoides a los
55 dias, mostrando la presencias del

endosperma en el tratamiento testigo.

Corte radial de un banano sin polinizar.
Mostrando Gvulos necrosados a los 15 dias.
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Figura 2B. Semilla formada por el polen de M.balbisiana
tipo TANI sobre M.acuminata ssp burmannicoides.
Mostrando un embridn degenerado a los 45 dias.
Tratamiento 20 Kr (20X).

Figura 29. Embrién formado a los 45 dias utilizando polen
de M.balbisiana tipo TANI, sobre M.acuminata sSSp
burmannicoides. Tratamiento 10 Kr (20X).

8t
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Figura 30. Embriones formados a los 55 dias en
autopolinizaciones con polen irradiado
M.acuminata ssp burmarnicoides. a. Tratamiento
3 Kr {20X); b. Tratamiento 9 Kr (10X).

Figura 31. Embridn formado a los 45 dias en
autopolinizaciones de M.acuminata ssp
burmannicoides. Tratamiento 7 Kr (20X).



Figura 32.

Figura 33.

Embriones formados a los 45 dias por
polinizaciones con polen irradiado de
M.balbisiana tipo TANI sobre M.acuminata ssp

burmannicoides. a. Tratamiento 3 Kr (10X);
b. Tratamiento 9 Kr (10X).

Embridn formado a los 45 dias por polinizacidn
con polen irradiado de M.balbisiana tipo TANI
sobre M.acuminata ssp burmannicoides.
Tratamientao 7 Kr (10X).
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6. Rescate de embridon.

En esta etapa, tomando como base los resultados del
estudic histeoldgico, &1 cual nos permitid conocer en cuales
tratamientos y a que edad se formaban los embriones, =1
procedio a realizar el rescate de embriones inmaduros, puesto

que no se conocia si estos llegarian a madurar completamente.

En el rescate de los embriones inmaduros realizado a los
453 dias de edad, ninguno de los tratamientos permitie la

formacion de callos.

Con los embriones inmaduros rescatados a los 53 dias
despues de la polinizacidn, la mayvor formacidn de callos
(figura 34) se obtuveo en los tratamientos de 3Kr (M.acuminata
ssp  burmannicolides X M.acuminata ssp burmannicoides) vy Skr
(M. acuminata ssp burmannicoides X M.balbisiana tipo TANI)

con un 14% (cuadro 16).

Posteriormente se procedid a realizar el rescate de
embriones maduros a los B0 dias, para aguellos tratamientos
en los cuales los embriones lograron madurar. En este punto,
el mayor porcentaje de germinacion de los embriones (figura
35), se obtuvo en el tratamiento testigo con un B2 %, seguido

por ]l tratamiento de 3K+ (M.acuminata ssp burmannicoides X
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M.acuminata ssp burmannicoides) con un  78%, luego SKr
(M.acuminata ssp burmannicoides X M.balbisjana tipo TANI) con
98% y BKr (M.acuminata ssp burmannicoides X M.balbisiana tipo

TANI} con 30%.

Na se formaron embriones maduros en los tratamientos SKr

(M.acuminata a8p burmannicoides X M.acuminata sSSP
burmannicoides), BKr (M.acuminata ssp  burmannlicolides X
M.acuminata s&ap  burmannicoides), 10Kr (M.acuminata ssp
burmannicoides x M.acuminata ssp burmannicoides). Sin
embargo en los cruces M.acuminata ssp burmannicoides X
M.balbisiana tipo TANI, se formaron embriones maduros en
todos los tratamientos. Estos resultados se muestran en el

cuadro 17.

Cabe sefialar que en las dosis =n donde los embriones
maduraron, se pudo observar semillas que no poseian
endosperma, pero gque si poseian un  embridn bien desarrollado.
El tratamiento donde mas se observed este fendmeno fue en el
tratamiento 5Kr (Moacuminata sSSP burmannicoides X
M.balbisiana tipo TANI), como se puede observar en la figura

3&6.




Cuadro 16. Formacidn de callos a partir de embriones
QE 55 dias.

Tratamiento Porcentaje
3 Kr (B) 14
3 Kr (T) 0
5 Kr (B) 0
5 Kr (T 14
7 Kr (B) 4
7 Kr (T) 2
8 Kr (B) o
B Kr {7) 8
10 K (T) &

(B} cruce M.acuminata ssp burmannicoides X M.acuminata
gesp  burmannicoides.

(T) cruce M.acuminata ssp burmannicoides X M.balbisiana
tipo TANI.
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Cuadra 17. Porcentaje de germinacion de embriones maduros

(BO dias).

Tratamiento Forcentajie
Testigo (T) 82

3 Kr (B) 78

3 Kr () 5

5 Kr (B) X

5 Kr (T) 58

7 Kr (B) 10

7 Kr (T) 7

8 Kr (B) ¥

B Kr (T) 30

10 Kr (T3
{(B) cruce M.acuminata ssp burmannicoides X M.acuminata

ssp burmannicoides.

() cruce M.acuminata ssp burmannicolides X M.balbisiana
tipo TANI.

¥ No formd embriones maduraos.




Figura 34, Callo formado de un embrién de 35 dias.
Tratamiento 7 Kr. Cruce M.acuminata ssp
burmannicoides por M.balbisiana tipo TANI.

Figura 35. Embridn de 80 dias, germinando Jin vitro.
Tratamiento 7 Kr, Cruce M.acuminata ssp
burmannicoides por M.balbisiana tipo TANI.

Figura 346. Embridn maduro a los 80 dias, mostrando
ausencia de endosperma. Tratamiento 3 Kr.
Cruce M.acuminata ssp burmannicoides por M.
balbisiana tipo TANI.
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7. Coloracidn de ADN.

En  las tinciones realizadas con el colorante DAPI, los
granos de polen mostraron en el testigo dos ndcleos normales
{(nucleo vegetativoe vy nucleo generativo), uno con  forma
ovalada vy &1 otro con forma redondeada (figura 37}). Esta
forma caracteristica no se encontrd en ninguno de los granos
de polen que fueron sometidos a radiacidn, va que aun en la
dosis mas baja (3Kr), se notd una desorganizacion del
material nuclear, la cual se incrementd en las dosis mas

altas (figura 38).

Con las observaciones de los nucleos en los tubos
polinicos, se pudo constatar én el testigo la presencia de
ios dos gametos masculinos descendiendo por el tubo polinico
(figura 3I9). Al contrario, en los tubos polinicos del polen
irradiado, se observd la cromatina en forma desorganizada,

sobre tode en las dosis de B Kr en adelante (figura 40}.
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Figura 37. Polen testigo de M.acuminata ssp
burmannicoides, mostrando el nucleo
generativo vy el nucleo vegetativo.

Figura 38. Polen de M.acuminata ssp burmannicoldes
mostrando su material nuclear completamente
desorganizado. Tratamienta 30 Kr.




Figura 39. Tubo polinico de M.acuminata ssp burmannicoides,
mostrando los dos gametos descendiendo.

Figura 40. Tubo polinico de M.scuminata spp burmannicoldes
mostrando el descenso de una cromatina
desorganizada. Tratamiento 8 Kr.
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8. Cariotipo.

l.a prueba del cariotipo fué aplicada a las plantas que
hasta este momento habian emitido raices. En el caso del
testigo se pudo confirmar la presencia de un  total de 22
cromosomas (2n=22). De las plantas obtenidas a partir del
cruce M.acuminata ssp burmannicoides por M.balbisiana tipo
TANI (polen irradiado 5 Kr), una se encontro haploide con un
numero de cromosomas n=1l, v en el cruce M.acuminagta ssp
burmannicoides por M.acuminata ssp burmannicoides {(polen
irradiado 7 Kr), otra resultd ser haploide con un numero de

cromosomas n=1l.

Se enviaron algunas plantas o embricnes al CIRAD en
Francia, para la prueba de citometria en flujo {(Anexo 7)),

ninguna era haploide.

Para resumir, de todas las plantas que emitieron raices,
por el momento solamente dos individuos revelaron ser
haploide. Sin embargo todavia muchas plantas faltan por
emitir raices, lo gue nos permite predecir gque Quizas se

puedan obtener otras plantas haploides.
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V. DISCUSION

1. Pruebas preliminares.

1.1. Microesporogeénesis v forma de la tétrade.

Se demostrd que para las condiciones encontradas en el
CATIE, el polen de 1la subespecie Musa acuminata sSSP
burmannicoides pasa por  un  proceso normal de meiosis.
También a través del conteo de las tétrades, se reveld que
existia un 746,1% de tétrades esféricas, lo que indica una

buena fertilidad del polen (Dessauw,1987).

1.2. Viabilidad y germinaciéon del polen.

De los tres colorantes wtilizados en las pruebas de
viabilidad del polen, si planteamos que los resultados
obtenidos con la germinacidn sobre los estigmas, son los que
mas se acercarocon a la realidad, las cifras gue se encontraron
en el caso de la fluoresceina estan sobrestimadas. Lo
anterior puede explicarse debido a gque , la fluoresceina
estima la viabilidad celular basada en la funcidn enzimatica
de la permeabilidad celular, puesto que se libera una
esterasa al entrar en contacto con ésta (CIRAD,1989). En

otras palabras, la fluoresceina determina si el polen estd o
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no  vivo, pero no si estd en buen estado de madurez, y por

consiguiente capaz de germinar,

Para el polen de M,acuminata ssp burmannicoides, tanto
el colorante de Alexander como el Azul de Algodon,
permitieron una aproximacidn excelente a la media real de
germinacidn. Sin embargo Roman =2t &l (1988}, en un estudio
realizado sobre la fertilidad de 20 diploides de banano
concluyeron que se debe utilizar la técnica de coloracidn
diferencial de polen abortado vy polen no abortado del
colorante de Alexander, debido a gue el Azul de Algoddén
enmascara los resultados, por la razdrmn de gque muestra un
intermedio parcialmente fértil. Ademas de acuerdo con el
manual de histoldégia del CIRAD (1989), el colorante de
Alexander tambieén estima si se completd la gametogénesis, lo

gue podria ser 4til en este tipo de trabajos.

Para el polen de Musa balbisiana tipo TANI, aungque no se

obtuve diferencla significativa entre el colorante de
Alexander vy el Azul de Algodéon, en la estimacidn de los
porcentajes de germinacidn, los resultados no colnciden

exactamente con los que se obtuvieron con la germinacidén
sobhre los estigmas de M.acuminata ssp  burmannicoides, Lo
cual tiene cierta influencia puesto gue existe en el género

Musa ciertos grados de incompatibilidad entre las especies
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(Simmonds, 1987). No obstante, el porcentaje asi estimado es
el gue nos interesa con fines prdcticos, puesto que es sobre
M.acuminata sap  burmannicoides donde se realizan las

polinizaciones.

Debido & estos datous, podemos decir gue la mejor

evaluacion para determinar la capacidad de germinacion del

polen de estas dos subespecies, se obtiene a través de la
prueba directa sobre los estigmas. Sin embargo la prueba
utilizande el colorante de Alexander puede ser

complementaria.

2. Conservacion de polen.

Se pudo evidenciar que noc huvo diferencia en la
capacidad de germinar entre el polen conservado 48 horas a
temperatura ambiente (252C %+ 2), © bajo 78C+1. No obstante,
se optd por conservar €1 polen a 22C puestoc que ia
temperatura en el refrigerador es mds estable que ia
temperatura ambiente, ademds de dar mas flexibilidad en la

planificacitdn de las polinizaciones en el campo.
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3. Irradiacidn de polen.

El porcentaje de germinacidn del polen al ser tratado
con  una radiacion cada vez mas alta no se afectd tanto,
excepto en las dosis maximas donde este disminuyd
notablemente. Lo anterior demuestra que como en otras
especies, por ejemplo en tabaco (Grant et al, 1980}, el polen
de las musaceas es capaz de soportar una radiacion muy alta

como 100Kr.

Ademas, no existe una disminucion constante del
porcentaje de germinacidn, lo cual podria explicarse tomando
en cuenta la botdnica estructural de estos diploides. Las
manas de flores masculinas salen con un ritmo promedio de una
por dia, asi gue las que se irradian hoy no son las mismas
que se irradian en los dias siguientes, aungue son de la
misma planta. De igual manera las flores femeninas también
tienen un ritmo de emisidn de una mano por dia, o que
implica el uso de flores diferentes cada vez en la
determinacidn del porcentaje de germinacién. £l estado
fisioldgico vy la capacidad de receptividad podria ser

diferente entre cada una debido a condicicnes climdticas.

Ahora bien, estas diferencias en 1los porcentajes de

germinaciaon, no fueron tan grandes como para tener influencia
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en el metodo y lo importante fue determinar que el polen es
capaz de germinar después de haber recibido cualquiera de las
dosis wutilizadas, ademads de poder hacer contacto con los

Gvulos.

4. Polinizacion con polen irradiado.

Los resuwltados de esta etapa comprueban que existe un
estimulo al desarrollo de la semilla por parte del polen
irradiado a cualguiera de las dosis utilizadas en este
experimento, ya gque cuando no se utiliza ningun tipo de polen
los dvulos no crecen v se necrosan a los 15 dias. Ademas las
semillas formadas con polen irradiado a cualquiera de las
dosis crecen igual gque el testiqo polinizado con polen

normal.

También se conoce que el estimule gue reciben no resulta
siempre de la fertilizacidn doble, puesto que en el intervalo
de dosis de 10 Kr a 100 Kr utilizando el polen de M.acuminata
ssp burmannicoides, no se forma el embridn, y gue en dosis de
10 Kr a 3 Kr la formacion del endosperma es muy variable.
Los resultados varian un poco cuando se utiliza polen de
M.balbisiana tipo TANI, va gque no se forma embrion en =1
intervalo de 20 Kr a 100 Kr. No obstante, el proceso de

formacion del endosperma es igual que en el caso anterior.
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La no formacion del endosperma con algunas de las dosis de
irradiascion, nos da un indicio de que no se realizd la
fertilizacidn doble y por lo tanto, el desarrollo del embrieén
pudo realizarse por la via partenogengtica b4 por
consiguiente, algunas de las plantas que se formaron podrian

ser haploides.

Estas observaciones se confirman con los cortes
histoldgicos, en donde se comprobd plenamente que aunque el
desarrcllo de la semilla sea estimulado por el polen
irradiado, no en todas las dosis se da la formacidn del
embridn, Cuando se utilizé el polen de M.acuminata ssp
burmannicoides en las dosis de 10 Kr en adelante, se observo
la formacion de ftodos los tejidos internos de la semilla, v
la coronilla nucelar con  una abertura dondse deberia
insertarse el embridn. to mismo fue encontrado cuando se
utilizd polen de M.balbisjiana tipo TANI, en las dosis de 30
Kr en adelante ya que a 20 Kr se observd un embrién

degenerado ¥y a 10 Kr se cbservd la presencia del embrion.

En las dosis de B Kr, 7 Kry, 5 Kr v 3 Kr, utilizando el

polen de ambas subespecies, se pudo observar en cortes
histoldgicos, la presencia del embridn y no se observe el
endosperma, salvo en la dosis de 10 Kr {(M.acuminata ssp

burmannicoides) . Pero como se acotd anteriormente en
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observaciones al esterioscopioc de semillas enteras gue luego
se partieron, se observd en estas dosis que algunas tenian
endosperma ¥y otras no. Lo cual nos hace pensar gque algunas

podrian ser fertilizadas y otras solamente estimuladas.

lLos resultados obtenidos en la etapa de rescate de
embrion, hacen canstatar que el rescate de embriones
inmadurcos (en las dosis donde se sabe que hay embriones) a
los 45 dias es muy tempranoc para lograr que se desarrollen va
que no  s& obtuvo ningun calle a partir de embriones de esta
edad. Al contrario en el rescate a los 59 dias existid
formacion de callos, los cuales mostraron una tendencia no

del todo marcada a disminuir con el aumento de la dosis.

En el rescate de embriones maduros de BO dias, en las
dosis de 3 Kry 5 Kr, 7 Kry B8 Kr, 10 Kr, utilizando polen de
M.balbisiana tipo TANI, los embriones pudieron lograr la
madurez. FPero a1l utilizar el polen de M.acuminata ssp
burmannicoides en este mismo intervalo de dosis, s0lo
lograron madurar en las dosis de 3 Kr vy 7 Kr. Esto ha sido
demostrado en otros cultivos. Asi Grant et al (1980},
reportaron que al utilizar diferentes especies de tabaco,
demostraron que el estimulo v los posteriores resultados
varian al utilizar polen de diferentes especies. Estos

resultados también mostraron una tendencia no del todo
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marcada, a disminuir el porcentale de germinacidn de los

embriones a medida gue aumentaba 1la dosis de irradiacion.

Los resultados obtenidos en las tinciones con el
colorante DAPI, revelaron que existe una desorganizaciean de
la cromatina nuclear a medida que se aumenta la dosis de
irradiacion. Tambidn esta técnica nos permitid evidenciar
gue al momento de la germinacidn del polen irradiado, el
material gque desciende por el tubo polinico no se organiza en
forma de nucleons, como se observd en el polen testigo, si no
que se presenta como cromatina suelta. Lo anterior permite
pensar que en este estado el polen no puede fertilizar los
sacos embrionarios, pero si estimular el desarrollo de la
aosfera como ha sido demostrado por otros autores, en Tabaco

(FPandey, 19B0).

Los resultados del cariotipo confirman que con esta
técnica se pueden obtener plantas haploides. Sin embargo el
porcentaje de formacion de éstas tieme que ser muy bajo vy por
lo tante se necesitaria tener muchas mds plantas regeneradas
para lograr incrementar 21 numero de haploides obtenidos.
Como se explicd anteriormente, es dificil aun tener un
porcentaje de plantas hapleoides debido & gue todas no  han
enraizado. Sin embargo como se redujo el intervalo de dosis

donde se pueden formar embriones, que es el paso mas



101

importante en estos trabajos, donde no se tenia ninguna
informacidn al respecto. El paso a seguir en el futuroc es
realizar muchas polinizaciones con polen irradiado en el
intervalo antes mencionadao, para poder rescatar la mayor
cantidad de embriones posibles y asi  obtener una mavor
cantidad de plantas, lo gue daria una mavyor probabilidad de
obtener més cantidad de plantas haploides. Esta observacion
ha sido comprobada por otros autores, en otros cultivos como
por ejemplo Pandey et al (1990), en Actinidia deliciosa
(Kiwifruit), demostraron que solo un 204 de las plantas

obtenidas resultaron ser haploides.

Es importante sefalar la posibilidad de que algunas de
las plantas que se mandaron al CIRAD para la prueba de
citometria en flujo, pudiearan haber tenido una duplicacién
espontanea de sus cromosomas, lo cual es muy comun en Musa v

por esto aparecen como diploides.

ta formacidn de embridn en semillas obtenidas por
polinizacidn con polen irradiadeo a diferentes dosis, la
ausencia del endosperma en muchas de las semillas v la
presencia de cromatina suelta en el polen sometido a
radiacidn, asi como la obtencidn de una planta haploide nos
permite decir que este metodo puede ser muy Gtil en 1la

e

busqueda de plantas homocigotas. Los estudidsfuturos
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tendrdn gue realizarse dentro del intervalo estrecho de de
lags dosis de radiacion definidas en el estudic. Ademas se
debe aumentar el numero de polinizaciones vy el numero de
embriones rescatados. En fin, sg debe seqguir utilizando el
polen de M.balbisiana tipa TANI, lo que permitiria, en caso
de doblamiento espontaneo del lote cromosomico, detectar las
plantas homocigotas utilizando la técrnica de electroforesis,

desarrollada por Horry, (1%9%0).
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Vi. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en los diferentes
experimentos realizados, se formularon las siguientes

conclusiones:

1. Los colorantes qgue permiten evaluar mejaor la
viabilidad del polen de estos dipleides son el colorante de

Alexander vy el Azul de Algoddn.

2. El metodo que permite evaluar mejor el porcentaje de

germinacion, es el de germinacidn sobre los estigmas.

3. El polen de las dos subespecies estudiadas puede
conservarse a 99C por 48 horas y  es perfectamente capaz de

fertilizar .

4. El polen de ambas especies es capaz de germinar en

cualquiera de las dosis utilizadas en este estudio.

5. En el intervalo de radiacidn gamma utilizado, los

tubos polinicos son capaces de alcanzar los évulos.

&. El palen irradiado de Musa acuminata sSSP
burmannicoides asi como 81 de Musa balbisiana tipo TANI,

estimula el desarrollio de las semillas de Musa acuminata ssp
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burmannicoides, a cualguiera de las dosis de irradiacidn

utilizadas entre 3 Kr vy 100 Kr,

7. Existe un desarrallo del embrién al polinizar con
polén de M.acuminata ssp burmaniceides en las dosis de 3 Kr,
S Kry, 7 Krvy 8 Kr. Cuando utilizamos polen de M.balbisiana
tipo TANI, se forman embriones en las dosis anteriores pero

el intervalo se amplia hasta 10 Kr.

8. El desarrollo del endosperma es muy variable, aunque
se pudo evidenciar en las semillas resultantes de ia

polinizaciodn con polen irradiado con dosis de 10 Kr Y menos.

7. La mejor edad para el rescate de embriones inmaduros
producto de 1la polinizacidn con polen irradiado es a los 55

dias, y para los embriones maduros a los B0 dias.

10. Al someter el polen a una dosis de radiaciotn cada
vez mas alta, existe una desorganizacion de la cromatina, lo
cual explica que en ciertos casos el desarrolilo de la semilla
y del embridn pueda ser partenogenético y no resultado de 1la

fertilizacion,

11. Se lograron obtener dos plantas haploides, una en

la dosis de 5 Kr del cruce M, acuminata ssp burmannicoides par
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M.balbisiana tipo TANI y la otra en la dosis 7 Kr del cruce
M.acuminata sSSP burmannicoides por M.acuminata S50
burmannicoides, 1o gue demostro gue en este caso existid  un

desarrollo partenogenético de la oosfera.
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Vil. RECOMENDACIONES

Con base - los resul tados obtenidos en esta

investigacitn se recomienda:

1. Retomar este estudio y realizar muchas polinizaciones
utilizando el polen de M.balbisiana tipo TANI, después de ser
sometido a una dosis de radiacion comprendida en el intervale
de 5 a 10 ¥r, el cual es 2l mas alto que permitid abtener

embriones viables.

2. Realizar el rescate de embriones en grandes
cantidades, pero utilizando preferiblemente las semillas sin
endosperma, con la finalidad de poder obtener un mayor numero

de plantas haploides.
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IX. ANEXOS.



Anexo 1.

Colorante de Alexander.

114

Etanol absoluto

Verde malagquita (1% en etanol 95%)
Agua destilada

Bivcerol

Fuccina acida

Orange G (14 en agua )

cido acético glacial

{(segun espesor de la exina)

Fanol

‘Hidrato de cloral

10

50

23

ml.

ml.

ml.

ml.

ml.

ml.

ml.
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Anexo 2.

Piacetato de fluoresceina (DcF).

Solucidn A 2 mg DcF por ml de acetona.

Solucidn B Sacarosa 5% en 10 mu/l. de Call=

Solucidn colorante 2 pl de la solucidn A en 1ml de la
salucion B.




Anexo 3.

Medio de germinacién del polen
(medio del CIRAD modificado).
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Agar

Atido bdrico (H=BO=x)

Nitrato de calcio (Ca{NOx)a 4Hu0
Sulfato de magnesio

sacarosa

pH

Anua

1,0%
0,02%
0,02%
0,02%

2, 0%




Rnexo 4,

Colorante "Z2".

Una parte de

anilina azul al 1% en agua.

Dos partes de detergente liquido.

Siete partes

Una parte de

Hervir 15-20

Conservar en
en KxPOa 0,1

de K«POs 0,2 M.

NalH 1 N.

min.

una solucion de anilina azul al 0,1%
M.
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Anexo 5,

Medio de Murashige vy Bkoog (MS), 19&2.
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Nitrato de amonio {NHoNO=~) 1650,0
Acido bérico (MHzBOw) 6,3
Cloruro de calcio (CaClas. 2Ha0) 440,0
Clorurc de cobalto (CoClz.&H=0) 0,025
S5ul fato ferroso (FeS0a.7H=0) 27,8
Sulfato de magnesio (MgS04 . 7H=0) 370,0
Sulfato de manganeso (MnS0..+H=0) 16,9
Toduro de potasio (KI) 0,83
Nitrato de potasio (KNO=x) 1700,0
Fosfato de potasioc (KH=PO.) 190,0
Sal sddica de etilen

dinitril tetracetato (Na=.EDTA) 37,3
Molibdato de sodio (MoNax(O.) 0,25
Sulfato de zinc (ZnS0a.7H=0) 8,6

mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/l
mg/1
mg/ 1l
myg/sl
mg/i

mg /1

mg/1
mg/l

mg/1
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ANexo &.

Colorante DAPI.

Solucidn madre: 4°& Diamino -2 fenilindol DiHC1 {DAPI} a
razon de 1lmg/ml de H=0.

Tampon Citrato/Fosfato (0.1M/0.2M): 12,29 ml de acido citrico
M/1C,y 7,71 ml de fosfato distdico M/5,

Solucion colorante: 1 pl de la solucicn madre, por cada ml de
la solucidn tampon, 1% de triton.
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Anexo 7.

Citometria en Flujo (CMF).

La citometria en flujo (CMF) es una técnica de analisis
de celula llevadas por un flujo liquido. Permite un conteo

de celulas y la medida de intensidad de fluorescencia. Si la
intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
ADN, se& pueden hacer medidas cuantitativas. La fuente

luminosa de excitacidn corresponde a un laser de argdn.

El material vegetal usado puede ser: hojas, callos,
meristemas, embriones, etc.

Los nucleo estudiados deben estar en suspensién. Para
eso, el material vegetal se pica rapidamente en un tampon
enfriado a fin de liberar los ndcleos. Para una mejor
penetracion del colorante en los nucleos, se utiliza el
TRITON.

lLos fluogrocromos mas utilizados son los intercalantes
debido al buen rendimiento v la buena absorcidorn de fuentes
luminosas (4B0C nm) gue dan.

Las ceélulas aisladas en suspensiones, se someten a una
superpresion que les permite progresar hacia una vena liguida
de traccion. Las celulas desfilan a 10 m/seg. Son

interceptadas por un rayo de luz excitadora incidente.

Las medidas deben realizarse sobre un numero importante
de nucleos (2000).

Las maedidas de intensidad de fluorescencia
carrespondiente a cantidades de ADN se expresan en unidades
arbitrarias, Para tener su significado, esos valores deben

set” comparados con valores de referencia definidos de un
testigo.

Esta teécnica permite lsa determimaciéen del tamafo de un
genoma ¥ entonces la apreciacidn del nivel de ploidia de los
nucleos estudiados en comparacidn con un testigo de ploidis
conocida.
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