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RESUMEN

Las técnicas citogenéticas y de marcadores moleculares (isoenzimas y ADN) son Gtiles para verificar la estabilidad
genética de material obtenido por cultivo in vitro, pues en muchas ocasiones en las plantas micropropagadas brotan
regenerantes anormales o variantes somaclonales de las variedades de origen. El objetivo de esta investigacién
fue evaluar la estabilidad genética de plantas de banano (Musa spp.) clon ‘FHIA-18’ (AAAB) obtenidas in vitro.
Se cometieron andlisis citogenéticos, isoenzimaticos y técnicas de amplificaciéon aleatoria del ADN polimérfico
(RAPD), luego de la fase de aclimatizacién de plantas propagadas in vitro, con un andlogo de brasinoesteroides
(Biobras-6-ABr) o una mezcla de oligogalacturénidos, cuyo grado de polimerizacién estaba entre 9 y 16 (Pectimorf-
mOLG). Como control se emplearon plantas del cultivo in vitro que no tenian ABr ni mOLG; pero que contenian
dcido 3-indolbutirico (AIB), dcido 3-indolacético (AlA) o 6-bencilaminopurina (6-BAP), y plantas madre de esta
variedad provenientes del campo. También se emplearon dos tratamientos adicionales: en uno, las plantas proce-
dian del cultivo in vitro con el ABr en todas sus fases, y en el otro, se empleé la mOLG. Los resultados mostraron
que estos tratamientos no indujeron variabilidad genética en los regenerantes, ya que el nimero de cromosomas
de la especie se mantuvo constante (2n = 4x = 44). Con las isoenzimas se obtuvieron 29 bandas y con los RAPD,
27 bandas; todas monomoérficas.
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ABSTRACT

Genetic stability of the micropropagated banana (Musa spp.) plants with non-traditional growth regulators.
Cytogenetic and molecular markers (isozymes and DNA) techniques are very important to monitor the genetic
stability of the material obtained by in vitro culture, because in many occasions the micropropagated plants usually
produce non-normal regenerating plants or somaclonal variants of the origin cultivars. The aim of this work was
to evaluate the genetic stability of banana (Musa spp.) plants of the ‘FHIA-18’ (AAAB) clone obtained in vitro. The
cytogenetic, isoenzymatic and RAPD analyses were carried out in plants at the late acclimatization phase and in
vitro propagated with brassinosteroids analogues (Biobras-6- ABr) or oligogalacturonides mixture with polyme-
rization grade between 9 and 16 (Pectimorf-mOLG). Plants cultured in vitro without ABr or mOLG treatment,
but either under indolebutyric acid (IBA), indole acetic acid (IAA) or 6-bencyl aminopurine (6-BAP), were used as
controls, and field-grown mother plants of this cultivar. Two additional treatments were also used, one applied to
plants cultured in vitro under ABr during all the developmental phases, and the other one under mOLG. The results
showed that the ABr and mOLG did not induce genetic variability in the regenerants obtained, remaining constant
the chromosomes number of the specie (2n = 4x = 44). Twenty-nine bands were obtained with the isozymes and
twenty-seven with RAPD, all monomorphic.
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Introduccion

La organogénesis es uno de los métodos para la re-
generacion de plantas por cultivo in vitro. Se utiliza
ampliamente en la micropropagacion, en la transfor-
macion genética y en estudios relacionados con el de-
sarrollo de plantas [1].

En la ultima década del siglo pasado se progreso en
las investigaciones relacionadas con la genética vege-
tal, la biologia molecular, el ciclo celular y la traduc-
cion de senales de las auxinas y las citoquininas [1, 2].
Se avanzo en el estudio de los aspectos morfologicos
y fisiologicos de la organogénesis in vitro y en los me-
canismos moleculares que les dan respuesta. Ademas
se investiga, pero mas lentamente, la relacion entre las
auxinas, las citoquininas y otras sustancias promoto-
ras del crecimiento como los brasinoesteroides y sus
analogos, asi como los oligogalacturénidos [2-5].
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En ocasiones, los reguladores del crecimiento de
las plantas que se incorporan al medio de cultivo pro-
mueven cambios. Para la induccion de callos, con fre-
cuencia se emplea la auxina sintética, conocida como
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Sin embargo,
es la principal responsable de la variacion genética y
epigenética de algunos tejidos [6], por lo que no es
recomendable en los protocolos de micropropagacion
masiva de plantas. Cuando se utilizan las citoquininas
como la zeatina, la kinetina y la 6-bencilaminopurina
(6-BAP) en concentraciones elevadas en los medios
de cultivo, también pueden ocurrir aberraciones cro-
mosémicas [7, 8].

Los anélogos de brasinoesteroides (ABr) y la mez-
cla de oligogalacturénidos (mOLG) se pueden utilizar
como sustitutos de las auxinas y las citoquininas en
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varios procesos biotecnoldgicos [9, 10]. En particular,
estos reguladores del crecimiento no tradicionales se
utilizan convenientemente en una u otra fase de la mi-
cropropagacion de platanos y bananos (Musa spp.). Se
ha reportado que el Biobras (6-ABr) atenud el estrés
de las temperaturas elevadas en el banano ‘FHIA-18’
durante la fase de aclimatizacion [11] y favoreci6 la
formacion de raices in vitro durante la fase de enraiza-
miento del platano ‘FHIA-21" [12]. Por otra parte, el
Pectimorf (mOLG) redujo el tiempo de salida de los
explantes del clon de platano macho ‘Sobrino’ durante
su establecimiento in vitro [13].

El crecimiento ex vitro de las plantas procedentes
de los procesos de organogénesis o embriogénesis so-
matica es el resultado de tratamientos durante la etapa
de propagacion in vitro [14, 15]. Sin embargo, la re-
generacion de muchas especies de plantas todavia no
suele ser un proceso eficiente.

La aplicacion de los ABr y sus analogos, y de la
mOLG estimulan varios procesos de desarrollo de las
plantas en condiciones ex vitro, y disminuyen el estrés
abiotico inducido por las técnicas de cultivo in vitro
[10, 11, 16]. Segun algunos autores [15], el éxito de la
aclimatizacion en los platanos y bananos (Musa spp.)
depende de que las plantas puedan transitar de las
condiciones heterotroficas o mixotroficas (mezcla de
autotroficas con heterotroficas) al autotrofismo, proce-
so que esta relacionado con las reservas que obtienen
durante el cultivo in vitro.

La identificacion de la variabilidad genética en las
plantas obtenidas in vitro mediante marcadores mor-
fologicos, si bien es la técnica mas aceptada, no es la
unica que se emplea, por ser muy lenta. Hoy se pre-
cisan métodos mas eficaces, como los citogenéticos
[17], los isoenzimaticos [18] y los moleculares (por
ejemplo, la amplificacion aleatoria del ADN polimor-
fico o RAPD) [19], para evaluar la estabilidad genéti-
ca de los regenerantes obtenidos.

Sucombinacionsuele sereficaz paraevaluarla varia-
bilidad genética de varios cultivos como platanos y ba-
nanos (Musa spp.) [19, 20], mandarina (Citrus reshsni
Hort. ex Tan.) [21], boniato (lpomoea batatas L.) [22]
y pifia (Ananas comosus [Lindley] Coppens and Leal)
var. Bracteatus [23], entre otros.

Sin embargo, no se conoce si el empleo de los re-
guladores del crecimiento no tradicionales (ABr y
mOLG) en todas las fases de la propagacion in vitro
de las plantas y posteriormente en el cultivo ex vitro,
pudiera inducirles variabilidad genética o no.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
estabilidad genética de las plantas de banano (Musa
spp.) variedad ‘FHIA-18’ (AAAB) obtenidas por mi-
cropropagacion in vitro, mediante la combinacion de
técnicas citogenéticas, isoenzimaticas y moleculares.

Materiales y métodos

Plantas de banano, técnicas de cultivo
y tratamientos

Se utilizaron plantas de la variedad ‘FHIA-18’
(AAAB) que tenian 45 dias de edad, procedentes de
la fase de aclimatacion, propagadas in vitro con va-
rias concentraciones de los reguladores del crecimien-
to tradicionales acido 3-indolbutirico (AIB), acido
3-indolacético (AIA) y 6-BAP; y los no tradicionales

analogo de brasinoesteroides (ABr) y mezcla de
a-1,4-oligogalacturénidos (Pectimorf-mOLG). Los
no tradicionales se aplicaron solo durante la fase de
aclimatacion.

La formulacién de ABr contiene como ingredien-
te activo el analogo espirostanico de brasinoesteroides
25(R)-2a,30-dihidroxi-5a-espirostan-6-ona,conocida
como Biobras-6 (Centro de Estudios de Productos Na-
turales, Facultad de Quimica, Universidad de La Ha-
bana, Cuba). La féormula general de este compuesto
es C,,O.H,,, y su masa molar de 446.606 g/mol. La
mezcla conocida como Pectimorf (mOLG), con grado
de polimerizacion entre 9 y 16, se obtuvo en el Labo-
ratorio de Oligosacarinas (Departamento de Fisiologia
y Bioquimica Vegetal, Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas, Cuba), a partir de la pectina de la corteza de
los frutos de lima persa (Citrus latifolia Tan), con una
masa molar promedio de 2042 g/mol.

Durante el cultivo in vitro se realizaron los trata-
mientos siguientes: Control (establecimiento: AIB
0.015 pumol/L + 6-BAP 17.77 pmol/L; multiplica-
cion: AIA 3.71 pmol/L + 6-BAP 17.77 umol/L y en-
raizamiento: AIA 7.42 pmol/L); ABr (establecimien-
to: 6-BAP 17.77 pmol/L + ABr 0.02-0.01 pmol/L;
multiplicacion: 6-BAP 17.77 pumol/L + ABr 0.1-
0.2 pumol/L y enraizamiento: ABr (0.1 umol/L) y la
mOLG (establecimiento: AIB 0.015 pmol/L + mOLG
0.47 umol/L; multiplicacion: 6-BAP 17.77 pmol/L
+ mOLG 0.47-2.35 pmol/L y enraizamiento: mOLG
2.35-4.70 pmol/L).

Para la preparacion de los medios de cultivo se uti-
lizaron sales previamente descritas [24], suplementa-
das con tiamina 0.30 pmol/L, mioinositol 15 umol/L,
sacarosa 87.642 umol/L y agar 6.5 g/L como agente
gelificante (fase de establecimiento y multiplicacion
in vitro).

En la fase de aclimatizacidn ex vitro, se evaluaron
los tratamientos: T , plantas madres provenientes del
campo, vigorosas y sin sintomas visibles de enferme-
dades virales, fungosas o bacterianas (control); T,
plantas provenientes del cultivo in vitro (obtenidas
con AIB, AIA y 6-BAP), las raices de las vitroplantas
se sumergieron en 0.1 % de Ridomil (producto co-
mercial Ridomil MZ al 72 %, de accién sistémica y
de contacto); T,, plantas obtenidas in vitro con ABr; y
T,, plantas obtenidas in vitro con lamOLG. El primer
tratamiento no se incluyé en el estudio citogenético
de las plantas.

Antes de la plantacion, las raices de las plan-
tas tratadas con ABr y la mOLG se sumergieron en
las soluciones de ABr 0.2 umol/L y de la mOLG
0.47 umol/L: T, y T,, respectivamente; y 15 dias des-
pués de la plantacion, las plantas se asperjaron con
las mismas concentraciones de estos reguladores del
crecimiento, a razon de 2 mL por vitroplanta.

La plantacion se hizo en bandejas de poliestireno
expandido de 70 alvéolos, cuyas dimensiones eran
5 x5 x5 cm (125 cm?), que contenian un sustrato
compuesto por una mezcla en volumen de 75 % de
materia organica (cachaza descompuesta), mas 25 %
de suelo ferralitico rojo compactado. Estas bandejas
se transfirieron a condiciones semicontroladas, en una
casa de cultivo tapado de malla de polipropileno al
30 % (densidad de flujos de fotones fotosintéticos
600 pmol/m?s).
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El riego fue por microaspersion (2 kg/cm? y un cau-
dal de 120 L/h), mediante un sistema Microjet®, con
una frecuencia de 4 riegos al dia durante 2 min cada
uno, los primeros 7 dias, para lograr una humedad re-
lativa del 90 %.

Andlisis citogenético radicular

Para el estudio del cariotipo se emplearon apices ra-
dicales provenientes de raices de 1 cm de longitud.
Estos se tomaron al azar al inicio de la fase de aclima-
tizacion (dia 0) y al finalizarla (45 dias), como descri-
bieron Roman y Rodriguez Nodals [25].

Se seleccionaron al azar cinco plantas. Se conta-
ron los cromosomas de 25 células por planta por tra-
tamiento, con el empleo de un microscopio Optico
(Olympus, Japén) con camara fotografica acoplada
(Canon, Japdn). Las mejores metafases se fotografia-
ron con una magnificacion de 1000x%.

Andlisis isoenzimdtico

La preparacion de los extractos para el analisis electro-
forético de las isoenzimas anhidrasa carbonica (AC),
esterasas (Est), peroxidasas (POX) y polifenoloxida-
sas (PPO) se realizo segiin Roman [26]. Se emplearon
5 g de hojas, que se maceraron en nitrogeno liquido; en
tampon de extraccion de bicarbonato de sodio 0.1 M,
pH 7.2. Se centrifugd a 6000 rpm durante 15 min, a
4 °C en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5804 R
(Eppendorf, Alemania). Posteriormente se filtraron con
tela de gasa doble, se envasaron en tubos de microcen-
trifuga de 1.5 mL y se conservaron a -20 °C hasta su
utilizacion.

Las corridas electroforéticas para los sistemas
isoenzimaticos se efectuaron en un sistema disconti-
nuo en gel de poliacrilamida [27]. Para ello se empleo
un gel separador del 10 % con tampén Tris-HCI 1.5 M,
pH 8.8, y gel concentrador al 4 % con tampon Tris-
HC10.125 M, pH 6.8.

El tampdn de la cubeta fue Tris 0.025 M-glicina
0.019 M, pH 8.3. El tiempo de corrida se determind
por el desplazamiento de la banda Kolrhauch, hasta
aproximadamente 6 cm del inicio. Se utilizé una inten-
sidad de corriente constante de 20 mA, en una cama-
ra de electroforesis SE 260 Mini-Vertical (Hoefer®,
Pharmacia Biotech, Alemania). En cada electroforesis
se adicionaron 15 pL de extracto por pocillo.

Una vez efectuada la separacion, se realizaron
tinciones fitoquimicas especificas para los sistemas
isoenzimaticos que se evaluaron: AC (E.C. 4.2.1.1)
[28], Est (E.C. 3.1.1.1) [29], POX (E.C. 1.11.1.7) [30]
y PPO (E.C. 1.10.3.1) [31].

Andlisis molecular mediante la técnica de RAPD

Para la técnica de RAPD se empled como material
vegetal de partida plantas sometidas a cinco de los tra-
tamientos, seleccionados al azar. Se utiliz6 la Gltima
hoja de las plantas, tras culminar la fase de aclimatiza-
cion, midiendo desde la base del seudotallo, y la hoja
en la fase de “cigarro” de las plantas provenientes del
campo, que no presentaban sintomas de enfermedades.

La extraccion del ADN se efectud segun el pro-
tocolo de Dellaporta et al. [32]. Su calidad se cons-
tatd por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %
con tampoén de corrida TBE 1x (45 mM Tris-Borato,
1 mM EDTA, pH 7.0), tefiidos con bromuro de etidio

(5 mg/mL) y observados en un transiluminador (Bio-
block Scientific, Francia). La concentracion se esti-
mo por la medicion de la densidad optica a 260 nm
en un espectrofotometro Ultrasepec Plus Spectro-
photometer (Pharmacia LKB, Inglaterra). La reac-
cion de amplificacion se realizd en un volumen de
25 pL, que contenia: Tris-HCI 10 mM, pH 8.3; KC1
50 mM, MgCl, 2 mM, gelatina 0.001 %, cada dNTP
a 100 uM, 5 pmoles de cebador (Kits OPA y OPF;
Operon Technologies, Alameda, California Inc.),
50 ng de ADN genomico y 1 U de 7ag ADN poli-
merasa (Promega). Se emplearon seis cebadores ar-
bitrarios: OPA-04 (5'-AATCGGGCTG-3"), OPA-10
(5'-GTGATCGCAG-3"), OPA-11 (5'-CAATCGCC
GT-3"), OPA-13 (5'-GGCTGCAGAA-3"), OPF-04
(5'-GGTGATCAGG-3") y OPF-13 (5'-GGCTGCAG
AA-3") [20, 33].

Para la amplificacion se empled un termociclador
Progene (Techne, Estados Unidos), programado para
45 ciclos de 1 mina 94 °C, I mina 36 °Cy 2 min a
72 °C, y un ciclo de 10 min a 72 °C. Los productos
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5 %, en tampon de corrida TBE 1% (45 mM Tris-
Borato, 1 mM EDTA, pH 7) y se contrastaron con
bromuro de etidio (5 mg/mL) antes de observarse
en un transiluminador de luz ultravioleta (Bioblock
Scientific, Francia).

Las bandas en las plantas donantes y en las que
procedian del cultivo in vitro se evaluaron de forma
binaria por su presencia (1) o ausencia (0). Los re-
sultados se expresaron en porcentaje de bandas mo-
nomorficas.

Resultados y discusion

Andlisis citogenético radicular

En el estudio del cariotipo, se verifico que la utili-
zacion de ABr y de la mOLG en todas las fases de
la micropropagacion del clon de banano ‘FHIA-18’
(AAAB), mantuvo constante el nimero de cromoso-
mas: 2n = 4x = 44 (Figura 1).

Las variaciones de ploidia no suelen evidenciarse
en mas de 20 ciclos de cultivo in vitro durante dos
afios, mediante estudios combinados de citogenética
y citometria de flujo. Esto se ha evidenciado al mante-
nerse constante el nimero de cromosomas (22) de las
variedades de banano ‘Kluai Sa’ (AA) y ‘Kluai Leb
Mue Nang’ (AA) [34].

Los cambios cromosémicos se han observado en
cultivos in vitro de Fragaria spp., especialmente en
las plantas provenientes de callos y de células con-
servados in vitro por un periodo prolongado [35]. Las
variaciones en el grado de ploidia, del cultivo in vitro,
pueden resultar de la relacion entre la constitucion ge-
nética de la especie y la composicion del medio de
cultivo [36].

Luego del empleo de los reguladores del crecimien-
to ABr y mOLG en todas las fases de la micropro-
pagacion, no se detectaron mosaicos cromosomicos:
2n = 2x =22 cromosomas (diploides) ni 2n =3x =33
cromosomas (triploides). Estos mosaicos cromosomi-
cos se han descrito en la micropropagacion acelerada
de clones del género Musa spp. [37], y provocan ines-
tabilidad genética.
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Anadlisis isoenzimatico

Los resultados del estudio isoenzimatico de los sis-
temas evaluados para el ABr y para la mOLG fueron
monomorficos y no indujeron variaciones con respec-
to al control; lo que sugiere que estos reguladores del
crecimiento no influyeron en la estabilidad genética
del material micropropagado (Figura 2).

En el sistema de la AC se definieron ocho bandas;
en el sistema de las Est se visualizaron siete bandas;
en el de las POX se observaron seis bandas (la banda
del segundo y sexto sistema genético eran mas grue-
sas) y en el de las PPO también se definieron ocho
bandas. Estas bandas son propias del clon ‘FHIA-18’
(AAAB), del género Musa, caracteristicas de las
plantas con predominio del genoma acuminata [26].
Ademas, las Est y PPO se encuentran entre las isoen-
zimas mas empleadas para la caracterizacion de espe-
cies vegetales, porque manifiestan elevados grados de
reproducibilidad y de polimorfismo, particularmente
en variedades del género Musa spp. Sin embargo, en
esta investigacion no se observo polimorfismo en los
sistemas isoenzimaticos.

Otros autores han encontrado estabilidad completa
en las plantas de papa (Solanum tuberosum L.) prove-
nientes de callos, con diferentes concentraciones de
los analogos de brasinoesteroides MH-5 y Biobras-6
y de la Pectimorf-mOLG con los sistemas isoenzima-
ticos POX, AC y fosfatasa acida [18].

Los resultados en los sistemas isoenzimaticos (AC,
Est, POX y PPO) para el banano (Musa spp.) clon
‘FHIA-18’, no mostraron variabilidad genética, ya
que las 29 bandas analizadas fueron monomorficas, lo
que corrobora su uso apropiado en la determinacion
de la variabilidad y estabilidad genética de ese género,
como recomiendan algunos autores [26]. Ademas se
corroboraron los resultados del estudio citogenético.

Andalisis molecular mediante RAPD

De los dos kits que se analizaron, se seleccionaron
cuatro cebadores, por la cantidad, calidad y reproduci-
bilidad de las bandas amplificadas. Los mas informa-
tivos fueron el OPA-10 y el OPF-13 que amplificaron
ocho bandas cada uno, seguido del OPA-04 con siete
bandas y el OPA-11, que amplificé cuatro bandas.

Los cuatro cebadores de secuencia arbitraria uti-
lizados amplificaron 27 bandas: aproximadamente
7 bandas por cada cebador. Hubo coincidencia en el
total de bandas para el donante de campo proveniente
del cultivo in vitro y los regenerantes obtenidos con
los reguladores del crecimiento (ABr y mOLG) en
todas las fases de la micropropagacion del hibrido
‘FHIA-18’. Las bandas detectadas eran monomorficas
(100 %), lo que indica que la utilizacion de ABr y la
mOLG en todas las fases de la micropropagacion, no
ocasion6 variabilidad en las plantas aclimatadas de
este genotipo de banano.

Los estudios moleculares con RAPD en Musa spp.
se emplean para la identificacion de variedades, el ma-
peo genético de clones de interés y la localizacion de
genes resistentes a las principales enfermedades que
afectan estos cultivos [19, 33]. En esta investigacion se
utilizaron para detectar variantes somaclonales provo-
cadas por el cultivo de tejidos en el género Musa spp.
Otros grupos, como Harirah y Khalid [38], obtuvieron
perfiles monomoérficos, por lo que concluyeron que la

Figura 1. Células de plantas de banano (Musa spp.) clon ‘FHIA-18’ (AAAB) en metafase mitética en el
tratamiento control (inicio: Ay final: D), con el empleo de ABr (inicio: B y final: E) en todas las fases y
de la mOLG (inicio: Cy final: F) durante la aclimatacién, con nUmero de cromosomas 2n = 4x = 44.
La barra representa 25 um (1000x).
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Figura 2. Evaluacién isoenzimética de las plantas de banano (Musa spp.) clon ‘FHIA-18’ (AAAB) obte-
nidas con el empleo de los andlogos de brasinoesteroides (ABr) y de la mezcla de oligogalacturénidos
(mOLG), mediante sistemas isoenziméticos durante la fase de aclimatizacién. A) anhidrasa carbénica.
B) esterasas. C) peroxidasas. D) polifenoloxidasas. Se aplicaron los siguientes tratamientos: T,, plantas
madre procedentes de campo - control; T,, plantas obtenidas in vitro - control sin inmersion de las
raices de las plantulas durante 15 minutos antes de la plantacién (I), ni aspersién foliar de las plan-
tulas durante 15 dias después de la plantacion (AF); T,: plantas obtenidas in vitro con | + AF de ABr
(0.2 umol/L); T,, plantas obtenidas in vitro con inmersion + AF de mOLG (0.47 umol/L).

micropropagacion de Musa acuminata cv. ‘Berangan’
a partir de flores masculinas no provoca variacion so-
maclonal.

La combinacion de dos técnicas moleculares para
el estudio de la variacion generada por las técnicas
de cultivo in vitro, permite examinar un mayor por-
centaje de sitios del genoma. En tal sentido, algunos
investigadores han descrito la utilizacion de marcado-
res RAPD y secuencias repetidas intersimples (ISSR)
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recovered from in vitro conservation by
slow-growth. J Hort Sci Biotechnol. 2005;
80(5):588-92.
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Ungernia victoris grown on nutrient media
of different compositions. Cytol Genet.
2008;42(1):23-9.

Biotecnologia Aplicada 2014; Vol.31, No.1



Humberto Izquierdo et al.

Micropropagacion genéticamente estable de banano

para examinar la variacién genética en plantas del
banano (Musa spp. var. ‘Nanjanagudu Rasabale’ AA)
micropropagadas durante 10 afios [20]. Ellos obtuvie-
ron patrones de bandas uniformes, y en el analisis de
las muestras no se observaron bandas polimorficas;
pese a que se incluyeron plantas con caracteristicas
morfoldgicas diferentes.

Sin embargo, otros autores han hallado un alto poli-
morfismo en los regenerantes provenientes del cultivo
in vitro solo con el empleo de la técnica de RAPD en
Musa spp. [19]. También se ha descrito un alto por-
centaje de monomorfismo o total estabilidad genética
en cultivos como /. batatas (L.) Lam. clon ‘INIVIT B
93-1’ [22], (4. comosus [Lindley] Coppens and Leal)
var. Bracteatus [23] y en Centaurea ultreiae Silva
Pando [39]. También con esta técnica se informé un
alto porcentaje de polimorfismo (93.19 %) en plantas
medicinales [40].

Los resultados con los marcadores moleculares
RAPD para las combinaciones de cebadores analiza-
dos, no indicaron variaciones genéticas intra ni inter-
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22

poblacionales en las cuatro poblaciones de plantas
de banano ‘FHIA-18’ estudiadas, con independencia
de su origen (plantas madre provenientes del campo;
cultivo in vitro con AIB, AIA y 6-BAP u obtenidas in
vitro y ex vitro bajo tratamiento con ABr o mOLG,
respectivamente).

Conclusiones

Se comprobo la estabilidad genética de los regeneran-
tes del clon de banano (Musa spp.) ‘FHIA-18’, tras el
empleo de ABr y mOLG durante su propagacion in
vitro 'y ex vitro. Mediante las técnicas de citogenética,
las isoenzimas y la RAPD se corroboroé que el numero
de cromosomas de la especie se mantuvo constante
y mostraron estabilidad. Ello se comprob6 mediante
las bandas idénticas en las plantas madre, las plantas
obtenidas in vitro con los reguladores tradicionales y
en aquellas obtenidas con los mas modernos regula-
dores del crecimiento. El estudio permitio validar el
empleo de ABr y de la mOLG en la micropropagacion
de este clon.
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