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EFECTOS DE LA APLICACION DE UN ANALOGO

ESPIROSTANICO DE BRASINOESTEROIDES EN VITROPLANTAS
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Effect of theapplication of a spirostanic brassinoester oid analog
on banano (Musa spp.) plantletsduringtheacclimatization phase

Humberto Izquierdo Oviedo®, Maria C. Gonzalez Cepero,
Miriam Nuhez Vazquez, Ruth Proenza e Idioleidys Alvarez Bello

ABSTRACT. The acclimatization of plantlets from in vitro
culture to ex vitro conditions is very important on bananas.
This study was carried out at the National Institute of
Agricultural Sciencesand Plant-factory San JosedelasL gjas.
The objective was to evaluate the effect of a brassinosteroid
analog (ABr) applied during the acclimatization phase in some
morpho-anatomics, physiological and cytogenetic characters
in‘FHIA-18 clone vitroplants, obtained with the use of ABr
consecutively on each phase of in vitro culture of this
genotype. A mixture of organic matter and eutric compacted
Red Ferralitic soil at arate of 3:1 v/v was used as a substrate.
At 45 days, survival percentage, total dry mass, soluble
proteins content, stomatal density, stomatal length and the
cuticle thickness was evaluated. As a result, vitroplants root
immersion for 15 minutes before being planted and foliar
spraying with ABr between 0.02-0.2 umol.L™, 15 days after
planting, increased plant survival by 11 % approximately
compared to the control plantsand they presented bigger foliar
area, dry massand proteins content. It isinformed for the first
time that ABr stimulates the thickness acclimatization of the
cuticle and maintains constant the chromosomes number.
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RESUMEN. Laaclimatizacion delas plantas provenientesdel
cultivo in vitro, a las condiciones ex vitro, es de gran
importancia para los bananos. El trabajo se desarroll6 en €l
Instituto Nacional de CienciasAgricolasy enlaBiofdbricade
San José delas L gjas, con el objetivo de evaluar el efecto que
gjerce un ana ogo de brasinoesteroides (ABr) aplicado durante
la fase de aclimatizacion en algunos caracteres
morfoanatémicos, fisioldgicos y citogenéticos en las
vitroplantas de banano del clon‘FHIA-18' cuando lasmismas
se obtuvieron con el empleo del ABr deformaconsecutivaen
todas las fase del cultivo in vitro de este genotipo. Se utilizo
como sustrato unamezclade materiaorganicay suelo del tipo
Ferralitico Rojo compactado elitrico enunarelacion 3:1v/v. A
los 45 dias, se evalud € porcentaje de supervivencia, €l area
foliar, la masa seca total, € contenido de proteinas solubles
totales, la densidad y longitud de los estomas, asi como el
grosor de la cuticula. Como resultado se obtuvo que la
inmersion delasraices delasvitroplantas durante 15 minutos
antes de su plantacion y la aspersion foliar con el ABr a
concentraciones que oscilaron entre 0.02-0.2 umol .L ™, 15 dias
después de la plantacion, incrementd la supervivencia de las
plantas en un 11 % aproximadamente en rel acion con las plantas
del tratamiento control; y presentaron mayor areafoliar, masa
seca, contenido de proteinasy seinformd por primeravez que
el ABr estimul6 el crecimiento en grosor de la cuticulay no
indujo cambios en el niimero de cromosomas.

Palabrasclave: cuticula, cultivo, morfologiavegetal,
nuimero de cromosomeas, productos biol 6gicos
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INTRODUCCION

Una vez finalizada la propagacion in vitro de las
plantulas es imprescindible la adaptacion de las mismas
a las condiciones ambientales ex vitro no controladas,
tanto en casa de cultivo como en condiciones de campo;
esta fase se conoce como aclimatizacion. Las plantas
deben adaptarse desde el punto de vista morfologico y
fisiologico después de su transferencia del cultivo in vitro
a las condiciones ex vitro, es decir que cambian su
metabolismo heterotrofico o mixotrdfico al autétrofo (1, 2).

El banano (Musa spp.), es uno de los cultivos de
mayor consumo. Su produccion mundial se estima en mas
de 245 400 toneladas métricas (3); sin embargo, presenta
diferentes problematicas tales como: las afectaciones
por diferentes enfermedades fitopatégenas y el porte alto
de las plantas sobre todo en las regiones tropicales y
subtropicales, que son desvastadas por los fendmenos
climatoldgicos, como los ciclones (4, 5), entre otras. Aunque
la micropropagacion contribuye a solucionar algunos de
los problemas anteriores, la misma también tiene sus
limitantes como son: el bajo coeficiente de multiplicacion,
alto porcentaje de fenolizacion de los explantes, los niveles
de ploidia cuando los subcultivos son prolongados y una
baja supervivencia durante la aclimatizacion de las plantas,
que es la fase final de cualquier protocolo de regeneracion
de plantas, ademas de la influencia del genotipo (6, 7).

Los brasinoesteroides son hormonas esteroidales de
las plantas esenciales para su normal crecimiento y
desarrollo (8, 9). Sin embargo, su respuesta depende de
la estructura de la cadena carbonada (en el caso de los
analogos), de la especie y del cultivar de planta de que
se trate. En la actualidad se emplean los analogos de
brasinoesteroides sintetizados en Cuba para mejorar la
propagacion in vitro y la aclimatizacion de los cultivos
(10), ya que se consideran sustancias antiestrés (10, 11).
Por lo que su empleo en todas las fases del cultivo in
vitroy su posterior utilizacién en la fase de aclimatizacién
pudiera resultar beneficioso para mejorar la supervivencia
de las plantas.

Se emplean los andlogos de brasinoesteroides (ABr),
en una u otra fase de la micropropagacion de los platanos
y bananos (10, 12); sin embargo, no se ha estudiado hasta
el momento el efecto que provocan en la morfogénesis, la
fisiologia y anatomia de las plantas que se obtienen cuando
los mismos se utilizan de forma consecutiva en todos los
medios de cultivo en la fase in vitro, asi como la influencia
de lainmersién de la raices y la posterior aspersion foliar
alas plantas en las condiciones ex vitroy si el ABrinduce
o no variabilidad genética.

El trabajo se realizé con el objetivo de evaluar el efecto
que ejerce un anélogo de brasinoesteroides (ABr) aplicado
durante la fase de aclimatizacion en algunos caracteres
morfoanatémicos, fisiolégicos y citogenéticos en las
vitroplantas de banano del clon ‘FHIA-18’ cuando las
mismas se obtuvieron con el empleo del ABr de forma
consecutiva en todas las fase del cultivo in vitro de este
genotipo.

MATERIALES Y METODOS

Eltrabajo se realizé en el Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas y en la Biofabrica de San José de las Lajas,
provincia de Mayabeque.

Para la aclimatizacién se empleé como material
vegetal, vitroplantas procedentes de la fase de
enraizamiento in vitro del clon ‘FHIA-18’ (AAAB), que es
uno de los hibridos que mas se cultiva en el pais. Las
mismas se obtuvieron con la utilizacién del analogo de
brasinoesteroides (ABr) en todas las fases de propagacion
in vitro (establecimiento, multiplicacién y enraizamiento).

La aclimatizacién se realizé segun la metodologia
establecida (13). Las vitroplantas se plantaron en bandejas
de polieturano de 70 alvéolos (cepellones), que contenian
un sustrato compuesto por materia organica (cachaza) y
suelo Ferralitico Rojo compactado éutrico (14), en una
proporcion 3:1 v/v, al que se le garantizé el riego por
nebulizacién en los primeros 10 dias, para lograr una alta
humedad relativa (95-100 %). Para el sombreo se utilizd
una malla negra (70 % de reduccién de luz solar). Las
caracteristicas quimicas del sustrato se muestran en la
Tabla .

Se empled un tratamiento control sin aplicacién del
ABry tres tratamientos en los que se realizé la inmersion
de las raices de las vitroplantas en el ABr (masa molar es
de 446,606 g.mol ") y 15 dias después de la plantacion
se asperjaron con el analogo a las concentraciones de
0.02; 0.1y 0.2 umol.L™"; la aspersion se realizo a razon
de 2 mL por vitroplanta.

Alos 45 dias, se evaluo: el porcentaje de supervivencia
(35 plantas), el area foliar (20 plantas) la masa seca total
(cinco plantas) y el contenido de proteinas solubles
totales (cinco plantas) (15).

Para el estudio anatdomico se tomd la ultima hoja
completamente extendida (de la base del pseudotallo hacia
el apice) y de la zona central (sin incluir la nervadura) se
cortd una porcidon de 1 cm? aproximadamente y se les
realizaron cortes transversales a mano alzada con una
cuchilla de afeitar ASTRA. Todo el procedimiento se realizé
segun lo informado en la literatura (16, 17).

Tabla I. Caracteristicas quimicas del sustrato empleado para la aclimatizaciéon de vitroplantas de banano

(Musaspp.) del clon ‘FHIA-18’ (AAAB)

Sustrato pH MO P K Ca Mg Na
H,0 (%) (ppm) cmol.kg?
Cachaza: suelo (3:1) 7.3 13.13 2800 4.85 29.2 8.30 0.48
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La densidad estomatica se determind en cinco plantas,
para lo cual se contd la cantidad de estomas por ambas
superficies foliares (adaxial y abaxial), el conteo se realizé
através del ocular micrométrico del microscopio que tenia
un aumento de 40 x, la longitud de los estomas y el grosor
de la cuticula, se midieron de forma similar a la anterior.
En todos los casos se realizaron 25 mediciones.

Para el estudio del cariotipo se utilizaron raices de
aproximadamente un centimetro de longitud y se siguio
el procedimiento descrito por Roman (18). Se realizé el
conteo de los cromosomas a cinco plantas por tratamiento
y se contaron 25 células por planta al inicio (cero dias) y
final (45 dias) de la aclimatizacion, para lo cual se empleé
un microscopio 6ptico Olympus con camara fotografica
Canon acoplada. Las mejores metafases se fotografiaron
con un objetivo de 100 x y la lente de la camara con un
ocular de 10 x.

En el experimento se empled un disefio completamente
aleatorizado, se repitié dos veces y se utilizdé en cada
caso, como dato primario, la media de ambas repeticiones
para cada tratamiento experimental. El porcentaje de
supervivencia se estudié a través del analisis de las
diferencias entre proporciones, para el resto de las variables
se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacion
simple para el andlisis de los datos y las medias se
compararon segun la Prueba de Tukey al 95 %. Para el
procesamiento de los mismos se utilizé el paquete estadistico
STATGRAPHICS Plus version 5.0 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de sobrevivencia es un indicador muy
importante en la fase de aclimatizacion, pues de el
depende la cantidad de plantas que pueden llevarse a
vivero y posteriormente al campo. La Figura 1 muestra
los resultados: como se puede apreciar las plantas del
tratamiento 4 [| + A.- ABr (0.2 umol.L")] alcanzaron los
mejores resultados, ya que incrementaron su supervivencia
en 11 % (96.65 %) aproximadamente en relacién con las
plantas del tratamiento control.

En la aclimatizacién de plantas de papaya (Carica
papaya cv. ‘Maradol roja’) se obtuvo una supervivencia
entre 80-82 % (19); en Tuberaria major (Willk.), que es
una planta que se encuentra cerca de las costas de
Portugal, se obtuvo un 97 % de supervivencia seis semanas
después del trasplante (20); se informd mas de un 90 %
de supervivencia de las plantas de genotipo de
platano ‘Baxi Xiangjiao’ (grupo AAA) durante la fase
de aclimatacién (21); asi mismo, se alcanzaron buenos
resultados en la aclimatizacién de plantulas de banano del
clon Gran Enano (22). También puede existir una
activacion de la biosintesis de los brasinoesteroides
cuando se aplican exdgenamente en las plantas e influyen
en la supervivencia de las mismas y por consiguiente en
su crecimiento y desarrollo.
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(Sﬁci”:ﬂ'\) I+ A-ABr(0,02) |+A-ABr(01) |+A-ABr(02)
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+A.- Inmersion de las raices 15 minutos + aspersion foliar de las
plantas 15 dias después de la plantacion

ABr.- Andlogo de brasinoeteroides

n.- Numero de plantas que se evaluaron

Se presenta la media de cada tratamiento y las barras representan
el intervalo de confianza (o < 0.05)

Figura 1. Supervivencia de las plantas de banano
(Musa spp.) del clon ‘FHIA-18" (AAAB) con
el empleo del ABr durante la fase de
aclimatizacion (n=35)

Hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos
en cuanto al area foliar, la masa seca y el contenido de
proteinas solubles totales (Tabla Il), excepto entre los
tratamientos 1y 2 en el area foliar.

Como se puede apreciar en la tabla el area foliar
oscilé entre 3.06-3.54 cm? y los mejores resultados los
obtuvieron las plantas del tratamiento cuatro [ABr
(0.2 umol.L™")], aligual que en el caso de lamasa secay
el contenido de proteinas. Otros autores también in-
forman que han alcanzado buenos resultados cuando han
evaluado estos y otros parametros morfolégicos, fisio-
I6gicos y bioquimicos con la utilizaciéon de un analogo de
brasinoesteroides en la fase in vitroy la posterior eva-
luacion de su efecto residual en la fase de aclimatizacion
en un clon de platano macho (23), asi mismo también han
informado buenos resultados cuando utilizan los
brasinoesteroides (24, 25), ya que atenuan el estrés tan-
to bidtico como abidtico.

La utilizacion de este nuevo regulador del crecimiento
(ABr) en todas las fases del cultivo in vitro (establecimiento,
multiplicacion y enraizamiento) y con posterioridad en la
fase ex vitro, sugiere que las plantulas acumularon
mayor biomasa durante la fase in vitro, que las condiciond
favorablemente para sobrevivir al estrés provocado por el
cambio a las condiciones ex vitro, lo que coincide
también con lo informado otros autores (7), que plantean
que el éxito de la aclimatizacién en los platanos, depende
de que las plantas puedan pasar de las condiciones
heterotréficas o mixotroficas (mezcla de autotroficas con
heterotrdficas) al autotrofismo, proceso que esta relacionado
con las reservas que obtienen las plantulas durante la
fase in vitro.
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Los resultados que se relacionan con la densidad
estomatica, longitud de los estomas y grosor de la cuticula
se presentan en la Tabla I11. Como se puede observar no
hubo diferencias significativas en cuanto a la densidad y
longitud de los estomas entre las plantas de los diferentes
tratamientos; sin embargo, si hubo diferencias estadisticas
en el grosor de la cuticula entre las plantas de los diferentes
tratamientos.

El agua es la sustancia méas abundante en los tejidos
vegetales. Sin embargo, las partes aéreas de las plantas
presentan una mala economia de la misma, ya que del
total de agua que absorben por la raiz (100 %) retienen
una pequena porcion, que la emplean fundamentalmente
en la fotosintesis (1-2 %) y pierden en forma de vapor por
la transpiracion entre el 98-99 % del total (26). La cuticula
cubre las células epidérmicas, formando un limite entre
la planta y su ambiente exterior; representa una barrera
primaria, que minimiza la pérdida de agua y de solutos y,
protege la planta contra el estrés bidtico y abidtico, pero
también puede actuar en varios procesos que se relacionan
con la delimitacién de 6rganos, la formacion de tricomas
y estomas (27). Elincremento de la resistencia a Botrytis
cinerea (Pers.) en plantas mutantes de Arabidopsis se
relaciond con el crecimiento de la cuticula (28, 29).

En estudios de campo en que se utilizaron los
hibridos ‘FHIA-01’, ‘FHIA-02’ y ‘FHIA-03’ el grosor de la
cuticula por la cara adaxial oscil6 entre 2,38-2,81 mm, el
grosor de la epidermis adaxial, oscilé entre 10,92-

12,45 mm (30). Si se considera que el hongo causante
de la sigatoka penetra principalmente via estomatica, una
baja densidad de los mismos como la presentan los
hibridos FHIA, asi como un mayor grosor de la cuticula
en etapas tempranas del crecimiento de las plantas (fase
de aclimatizacién) podrian considerarse factores de gran
importancia y pudieran ser entre otros, los responsables
del mayor grado de resistencia a la enfermedad presentado
por los mismos.

La densidad estomatica, que es de 1:3 en la relacién
ADA/ABA y la longitud de los estomas es superior en la
cara ABA en relacién con la ADA (31). Las hojas son
anfiestomaticas, al igual que las de Ocimum basilicum
(18). Estos caracteres estan fijados genéticamente en
las diferentes especies y por lo general no varian, por lo
que es una caracteristica deseable en la propagacion de
este genotipo de banano con el empleo de ABr.

Relacionado con el andlisis del cariotipo se mantuvo
constante el numero de cromosomas 2n=4x=44
(tetraploides) (Figura 2).

En Passiflora cincinnata Mast. durante el proceso
de embriogénesis somatica (32) y en el mantenimiento in
vitro de lineas de germoplasma de Scutellaria baicalensis
Georgi (Huanggin) (33), mostraron que en todos los casos
se mantuvo constante el numero de cromosomas. Asi
mismo, Roman (18), no encontré variabilidad en el nimero
de cromosomas al caracterizar genotipos diploides,
triploides y tetraploides de platanos y bananos.

Tabla Il. Area foliar, masa seca total y contenido de proteinas solubles totales de las plantas de banano
(Musa spp.) del clon ‘FHIA-18" (AAAB) durante la fase de aclimatizacion con el empleo del ABr (n=5)

Tratamientos Areafoliar total Masa secatotal Contenido de proteinas sol ubles total es
(umol L) (cn?) (9) (mg.g MF*)

1.- Contral (sin 1+A) 3.06° 0.1064 ¢ 121268 ¢
2-1+A. -ABr (0.02 umol.L™) 307°¢ 01326° 1551.32 ¢
3.-1+A.-ABr (0.1pmol.LY) 332° 0.1500° 1611.46°
4.-1+A.-ABr (0.2unmol.LY 354% 0.1808 2 1991.552
EEx 0.09 0.0244 0.87

CV (%) 0.54 018 2.35

Tabla lll. Densidad y longitud de los estomas y grosor de la cuticula por la cara adaxial (ADA) asi como por
la abaxial (ABA) de las plantas de banano (Musa spp.) del clon ‘FHIA-18" (AAAB) durante la fase de

aclimatizacion con el empleo del ABr (n=25)

Densidad esomética (mnt)

Longitud de los etomas (um)  Grosor delacuticula (um)

Tratamientos

ADA ABA ADA ABA ADA ABA
1. Contrd (sin 1+A) 1.39 3.58 23.40 29.29 0.90 0.91
2.1 +A. -ABr (0.02 pmol.L ™) 1.38 3.57 23.38 29.28 0.95 0.9%
3.1 +A.-ABr (0.1 umol .L'l) 1.36 3.52 23.38 2.27 0.98 1.00
4.1 +A. -ABr (0.2 umol L™ 135 3.50 23.35 29.21 1.05 1.07
EEx 0.018 ns 0.051ns 0.033ns 0.046 ns 0.002 0.003
CV (%) 0.62 0.98 1.79 19 0.91 0.97

| + A.- Inmersién de las raices 15 minutos + aspersion foliar de las plantas 15 dias después de la plantacion
ABr.- Andlogo de brasinoesteroides n.- Numero de mediciones que se realizaron

EEXx.- Error estandar de la media CV.- Coeficiente de variacion

Las medias con letras diferentes presentan significacion estadistica, segun la prueba de Tukey (0.05)
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A

La barra representa 25 ym (1000 x)
n.- Nimero de mediciones que se realizaron

Figura 2. Numero de cromosomas de las plantas de
banano (Musa spp.) del clon ‘FHIA-18"
(AAAB) con el empleo del ABr al inicio (A)
y final (B) de la fase de aclimatizacion
(n=25)

Los resultados de este trabajo muestran que el ABr
no provoco cambios en el numero de cromosomas de las
plantas de banano del clon ‘FHIA-18 en la fase de
aclimatizacion mediante la inmersién de las raices y la
posterior aspersion foliar a las plantas; y el mismo pudo
contribuir a mejorar los procesos de transporte y absorcion
de nutrientes por la planta, por lo que esta sustancia
ademas de ejercer un efecto positivo en el crecimiento y
desarrollo, interviene en el engrosamiento de la cuticula
sin cambios en el numero de cromosomas.

La importancia de estos resultados consiste en que
facilitan los estudios del nimero cromosémico en el
género Musa, aspecto de gran significacién para su
caracterizacion y como método para evaluar el
comportamiento de la estabilidad y variabilidad genética
en cuanto al nimero cromosdmico en plantas de esta
especie regeneradas por vias tradicionales vy
biotecnoldgicas cuando se utiliza un nuevo regulador del
crecimiento vegetal como el analogo de brasinoesteroides.
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