UNIVERSIDAD TECNICA DE BABAHOYO

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA DE INGENIERIA AGROPECUARIA

Tesis de Grado

Presentado al H. Consejo Directivo de la Facultad, como requisito
previo a la obtencion del titulo de:

Ingeniero Agropecuario

Tema:
“Deteccion temprana de mutantes de banano tolerantes o resistentes a
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis, Morelet) en condiciones de
vivero”

Autor:
Alex Vladimir VValarezo Pacheco
Director:

Ing. Agr. Ph. D. Walter Oswaldo Reyes Borja.

Babahoyo— Los Rios - Ecuador

-2015-



UNIVERSIDAD TECNICA DE BABAHOYO

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA DE INGENIERIA AGROPECUARIA

TESIS DE GRADO

PRESENTADA AL H. CONSEJO DIRECTIVO COMO REQUISITO PREVIO
A LA OBTENCION DEL TIiTULO DE:

INGENIERO AGROPECUARIO

Tema:

“Deteccion temprana de mutantes de banano tolerantes o resistentes a
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis, Morelet) en condiciones de
vivero”

TRIBUNAL DE SUSTENTACION

Ing. Agr. Joffre Ledn Paredes MBA.
PRESIDENTE

Ing. Agr. Rosa Elena Guillen Mora Ing. Agr. Alvaro Pazmifio Pérez MSc.
VOCAL PRINCIPAL VOCAL PRINCIPAL






DEDICATORIA

Este trabajo de investigacion se lo dedico a mi amada familia por
apoyarme incondicionalmente:

Mis padres: Magdalena Pacheco y Walter Valarezo.
Mis hermanos: Ximena y Stalin.

Mi sobrinita; Danna Camila Campi.

Mis abuelitas: Luisa Jacome y Delia Reyes.

Y en especial a mi tia Lupita.

Aler Pladimir Fidarazo ' Racheco



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios por haberme brindado salud y darme la fuerza que
necesite para culminar este trabajo de investigacion.

A la Secretaria Nacional de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e
Innovacion 'y al Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones
Agropecuarias — Estacion Experimental Litoral Sur — Departamento de
Biotecnologia.

A la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Babahoyo, por haberme instruido profesionalmente.

A mi tutor de tesis Walter Oswaldo Reyes Borja, Ing. Agr. Ph. D. por
brindarme la oportunidad de realizar esta investigacion.

A la'Ing. Leticia Vivas por su colaboracion en este trabajo.

A los miembros del Centro de Investigacion y Transferencia de
Tecnologia (CITTE) FACIAG. A su secretaria Lcda. Emilia Meneses
de Rodriguez.

A mis comparieros, amigos de INIAP y familiares: Marcos, Lenin,
Oscar, Jose, Wladimir, Jesus, Alex, Jhonson, Moniquita, Adrianita,
Monica, Gabriel, Fredy, Eugenia, Elena, Nelson, Mariuxi, Dianita,
Maria, Guillermo, Cristofer, Juan, Claudia, Gabriela, Cristina, Byron,
Philip, Juan Carlos, Lidia, Betty, Maribel, Naty, Alicia, Maritza,
Patricia, Gina, Raquel, Luisa, Ana, Vicente, Pepe, Romulo, Astrid,
Gino, Dussan, Erick y Luis.

Aler Vladimir Fiddareao ' Riacheco



INDICE

DEDICATORIA ...ttt ettt et e s e e et e st e be st e saeetaeseeneensensansensens \Y,
AGRADECIMIENTOS.....co ettt ettt st sraesaess e s esensesaesaesneenaeneas v
INDICE....c ettt ettt s b b s bttt e st et e st et e st e sbeebe s bt e bt e st e st e s enaentesaes VI
INDICE DE CUADROS ....ooovevitlevieeeetesee e teseseetess st s sesss s sssss s sssas s ssssas s ssssessssasssansas X
INDICE DE FIGURAS .....ocviiiiiimiimimiimsissismsssestesssssiossessesssssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssanss XIl
INDICE DE ANEXOS ......cccitiieniiieieeteeeesioneessessessessisseeseessosesessasasessessessessessesssessessessessassens XIV
1. INTRODUCCION .....ocouiiuiiieieieiessissesssssssssssssssssssssssssssssssesesosesssbsesasssssssssssesssssesssssessssenes 1
1.1, OBIETIVOS e e e heeneeeenerns T ing aanenasnafhnensantas cooe o bpee inatersnereeeeeeseeseaseenaes 3
111, ODBJEtiVO GENEIAL........cocoieien it e i et re e e e et e te e sreenneens 3
1.1.2.  ODbjetivos ESPECITICOS ...cueiuiiieiieiie it ccisiti e it sae et re et e e ens 3

2. REVISION DE LITERATURA......cooieitieeteeeteeeteeesese st e tenesassesassstses s sessstesneesatanens 4
2.1,  ASPECTOS GENERALES DEL CULTIVO DE MUSACEAS ........leeiiueereesueeeiseesseeeieeesiiasnnessnneens 4
2.2.  CLASIFICACION TAXONOMICA DEL BANANO ...ccutieuteentisseeensieeseesssesaseesieessbessseessseesienans 4
2.3, ORIGEN DEL BANANO . ...citeuteuteneetestesseasasstsisensensensesstesessesstansensensessessessessessenseessansensesssnne 5
2.4, DESCRIPCION DEL BANANO .....vetiterteetaitantensensessessessesssassesesnnensessessessbnessaeseeiasnnassessenes 5
2.5. ENFERMEDADES QUE ATACAN AL BANANO .....iiiiieeieeieee e eeeeeeeeeeeeeeesa i sesens b essnssisssannns 6
2.5.1.  Moko (Pseudomonas SOlanacearum) ............cc.eiiieuerereseeieeseeneeieesesenesbesneenasnaeens 6
2.5.2. Mal de panama (Fusarium oxysporum f. sp. CUDENSe) ............cceeveveniivineseerenenne. 7
2.5.3.  Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis, Morelet)..............c.cveieiivivieneennnnn, 8
2.5.3.1. AQENLE CAUSAL ....c.eeeiecieiiiie ittt ettt e e e ada e et e re e eeenae s a e e e e re e 9
2.5.3.2. Epidemiologia Y SINTOMAS........cccueiueeiieiieirieiieeieseesti et veine e sasne et e ereeseeanas 10

2.6.  RESISTENCIA GENETICA ... .ivetiitteeiueeesueeesunessonnsesssesesastsenseeesisssessibesssseessnseessssessssseensns 11
2.7. BIOTECNGEOGIA, . rren il e oo oadthn s aarstTime e R st i - e oo neenenaeeranes 11
2.7. 1. CUILIVO d& TEJITUOS. ... iuraurirreteee st hessrsiise e sbe ek sbe st se et 12
2.7.2.  Organ0geNESIS (IFBCTAL .. . iiii et aiie s e s iesee et e ettt ettt e s e 12
2.7.3.  MicropropagacCion de DANAN0 ........c....coveiiiinr i 13

2.8. IMULBGENESIS ...ttt et e sbe e e be e et e e beeaeesaeesteennesneere e 13
2.8.1. MULACIONES NALUFAIES ......eievieciieetieete ettt e b e saaeenre s 14

2.8.2. MUtacCionNeS INAUCIAAS .......ccveeriieiieeie ettt 14

2.8.3. Condiciones que debe reunir un agente mutagenico ..........cceeeecvereererveseereeennn. 15

2.8.4. TIP0S U8 MUIAGENICOS ....cuveeeeeeeeieeiesieeieeteseete et e e e e e e s seesseesaesseesteessesseesenneas 15
2.8.4.1. MuUtagéniCOS QUIMICOS....c.eeuierreireeieieieiteeteeeesteeste e e reesreeaesreeteeaaesaeereennas 16

2.8.4.2. MUtagNICOS TISICOS......eeiuieiiceiectecie ettt 16

vi



2.8 5. OIS et 17

3. MATERIALES Y METODOS .....ooiiieeeiieeteteeeeeseeeeseesesseses s seeassssasss s sassssssssssasesssenanns 18
3L, LOCALIZACION ..ottt sttt ettt st s be sttt ettt st sbe st sbe e st et et e s e nbesbesnes 18
3.2, MATERIAL VEGETAL ..utititestistesitettettetestestestesuesbesaeeseestestensensessessessesseeseensensensensessenses 18
3.3. MATERIALES, EQUIPOS DE LABORATORIO Y REACTIVOS ....ocveriirierienierieeieeieeenienseseennes 18
3.4, FACTORES ESTUDIADOS ....cuttiuiiaueeeniterteestteaseesutesseesseesseesseesaseesssesseesssessessseesnsessses 19
3.5, TRATAMIENTOS ESTUDIADOS. ...cceuttitterteestieeteenutesteesueeeseesseesseesseesseesseessessseesnsessses 19
3.6.  MULTIPLICACION IN VITRO POR MERISTEMOS APICALES ....cevveeueereieieeeesreenieseesseenseeneas 23

3.6.1.  Colecta de NIJUBIOS ....cc.vciiiiriiiie ittt i it nne s 23
3.6.2. Introduccion de los meristemos apicales al laboratorio.............cccccoeveiieiiinenen, 23
3.6.3.  Multiplicacion del material genético (explantes) .........ccccoevvevveviiiviiiiiciiesecieenn, 24
3.7. OBTENCION DE MICROCORMOS A PARTIR DE PLANTAS DE VIVERO .......cccveveeeeereeenveenes 26
3.7.1. Adquisicion de Vitroplantas de VIVEIO i...ceiererieininiee e, 26
3.7.2.  Preparacion de las vitroplantas para la obtencién de microcormos e
implementacion de la pruebas de germinacion ...............coocovmirennienine it 26
3.8.  APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS MUTAGENICOS ... eeueeevereessinsesieeneiseensoneensensasses 28
3.8.1.  Mutagénico fiSICO (ray0S GAMIMA) ....c.ecverreeirearreiereriaseesseesseseessaesieesesseessesseessens 28
3.8.1.1. MeriStemOS APICAIES .....ccuveiuiiiuesitiste et eee st sbee e beteeaesreesseenaeebe e teenssibe e reeaeas 32
3.8.1.2. IMIICIOCOITIIOS 1. e eteeeeeneeeereseeeuasseestassesnsesseenssestesasineensesseessasnsesseenssenssineesassas 33
3.8.2.  Mutagénico quimico (Ethylmethanesulfonate) ............ccoceevrveriinneieiieiiieieee, 35
3:8.2.1. MEriStEMOS APICAIES. .. ..eveeeriieieiiiteste sttt ettt st st ebe e enne e 35
SB.2| NHCIOGOTIMOS A, .\ furtteeeeele T N e e o of Mo ananennnag@ionofeevefonospaaia ... 38
3.9, PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA .......ctitieitieaieasieenunseaaiaasesansesnseesbeesineesseesnseessessnsienses 40
3.10. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DL50) teevviereeireeiesieirieeeiveeiissieseseseene 40
3.11. MULTIPLICACION DEL MATERIAL GENETICO TRATADO CON LOS MUTAGENICOS FISICO Y
QUIMICE . il s ... B e el "o oo ol e eeeee 43
3.12. REGENERACION Y ENRAIZAMIENTO ...cetteesuieereenetesseesuuesiseessstioneesseesseesbassnsessseesnsessens 44
3.13. ACLIMATACION DE VITROPLANTAS EN CONDICIONES DE VIVERO ...citeuveeeeerieenieenneenes 46
3.14. REACCION A MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, MORELET EN VITROPLANTAS DE VIVERO...48
3.14.1. Preparacion del in6culo de M. fiJIENSIS. ....cciiieeiieriinrreneiieece e, 49
3.14.2. Inoculacion y evaluacion de la reaccion a M. fijiensis en las vitroplantas........... 49
3.14.3. Determinacion del porcentaje ponderado de infeccion (PP1).........cccccoovvvviennne. 50
3.14.4. Seleccion de plantas de menor reaccion a M. fIJIENSIS ........cccoovveiirinieninieinn, 53
3.15. VARIABLES EVALUADAS .....uttittiattettesteestteeteasstesaseesseesaseasseesaseesseesseesseesseesseesnseeses 53
3.15.1. Promedio ponderado de infECCION ..........ccceevviiiieiicie e 53
3.15.2. Deteccion de variantes fenotipiCas .........cccveveiieiieie i 54
3.15.3. Contenido de clorofila en vitroplantas..............ccccvevieiiiieiiic i 54
3.16. DISENO EXPERIMENTAL ...cevtietteateentresseesteesseesseesseessessssesssesssesssessnsessssesssesssessnsesssns 55

vii



3.17. ANALISIS DE VARIANZA EN CADA ENSAYO .. .ctetetuieeeeeeeeeeeeeiaaeeesesereeeeeaaesesssesesesnnaesess 56

3.18. ANALISIS FUNCIONAL ..cottiiutietieateanttesteesttesuteesatesaseesueessseesseesaseesssesnseesseesseesseesnseenns 58
4, RESULTADOS. ... .ottt sttt sttt e et sb et sbeebe e e e s et entenaenaes 59
4.1.  MULTIPLICACION IN VITRO POR MERISTEMOS APICALES .....ccueruirterienrerieneeeeeeneesseseennes 59
4.1.1.  Colecta de NIJUEIOS .....ccueeeeiieiicc e 59
4.1.2.  Introduccion de los meristemos apicales al [aboratorio............ccccoceeeiiiiicincne. 59
4.1.3.  Multiplicacién del material genético (eXplantes) .........cccceveverereveseseeeeienen, 63
4.2.  OBTENCION DE MICROCORMOS A PARTIR DE PLANTAS DE VIVERO .....cccevveeeieienvereennes 64
4.2.1.  Adquisicion de vitroplantas de VIVEID ...c........iieeieieieiic e 64
4.2.2.  Preparacion de las vitroplantas para la obtencion de microcormos e
implementacion de las pruebas de germinacion..........ccccociviviiniinic e, 64
4.3.  APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS MUTAGENICOS. ..c.ceriereiiuererinenresieeeeeeeeneensessennes 68
4.3.1.  Mutagénico fiSiCO (ray0S GamMIMA) ... ccueieeeerereeriaesteseereiie st e seseeesseseenesseanes 68
4.3.1.1. MeriStemOS APICAIES .......coiiviiruirienee ittt sttt s e et nee s 75
4.3.1.2. IVHICTOCOIIOS .. euveeueeeeeneeaneesseessessesiseanneassasseessessaasssassesssesssensinsesseesseensesseesseenes 75
4.3.2. MULAGENICO QUIMICO cueouveeuieitieiteerieeteesteeiesee st es e veedaeennassaessasnseadeeasbeneeshneseaennasnes 75
4.3.2.1. MeriStemos apPICAIES...........iiveiieeie e eie e e se et et eeve e e sae s 78
200 2. | MicrogCORMOSE] . ANttt KRt ) .. | diasnettettsh 1. L. gPPoeres 78
4.4,  PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA ......ccoititeiateeaitteeanuteeaaeeetateeesnneeesnsneesnntessnbeessisesssibness 78
45, DETERMINACION DE LA DLgg..ccooiiiiiiiiiiiiiiiiie 82
4.6.  MULTIPLICACION DEL MATERIAL GENETICO TRATADO CON LOS MUTAGENICOS FISICO Y
o[BIV OO M. VIR e e e A s 85
4.7, REGENERACION Y ENRAIZAMIENTO ...ceiutiesuteaueasitenusasaneisseeaseesaseesbeesiueessessseesnesansaesees 85
4.8. ACLIMATACION DE VITROPLANTAS EN CONDICIONES DE VIVERO.....c...eisueeiuienseeaienne 85
4.9. REACCION A MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, MORELET EN VITROPLANTAS DE VIVERO...86
4.9.1. Preparacion del in6culo de M. fIJIENSIS........coieieiiiine ittt 86
4.9.2.  Inoculacién y evaluacion de la reaccion a M. fijiensis en las vitroplantas.......... 87
4.9.3. Determinacion del porcentaje ponderado de infeccion (PPI) .cc.....ccccvvvvevvvennenne. 87
4.9.4.  Seleccion de plantas de menor reaccion a M. fijiensis ......c...cceieiiiie e v, 88
4.10. VARIABLES A EVALUADAS ........coetterterteeateeeesiibbesasesabeeseesseasaseesseesseesseesaseesseesnseenses 90
4.10.1. Promedio ponderado de INfECCION ............ceeveeiiiiiiiece e 90
4.10.2. Deteccion de variantes feNOLIPICAS .........eeveeerierieriesie e 93
4.10.3. Contenido de clorofila en Vitroplantas............cccoeviiiieiiiieienec e, 99
5. DISCUSION. ..coteiiriteirceeeeeese st see s es ettt sttt 101
B.  CONCLUSION ...ttt sttt 107
7. RECOMENDACIONES. .......oo ettt sttt st st ssa e s et st sae e 109
8. RESUMEN . ..ottt sttt et st st e s besaeebeese e e e s e tentenaeee 110



9. SUMMARY e et 112
10. LITERATURA CITADA ... ettt 114
11, ANEXOS ... e e 122

PROTOCOLO DE AISLAMIENTO Y MULTIPLICACION DE ASCOSPORAS DE
(MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, MORELET.), PARA FORMACION DE COLONIAS Y

DESARROLLO DEL INOCULO. ..ottt st 128
COLECTA DE MUESTRAS FOLIARES PARA EL AISLAMIENTO DEL HONGO
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS, MORELET . . iiiveiie i 128
PREPARACION DEL MEDIO AGAR AGUA.........cocoumueeiieeesiieeeeeeeeesevesiesssesaess s 128
PROCESO DE DESCARGA DE ASCOSPORAS DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS,
MORELET . Lttt st s be s n bbb s e sbe b eanes 129
OBSERVACION DE ASCOSPORAS EN EL MEDIO AGAR AGUA Y AISLAMIENTO DE
LAS MISIMAS. .ttt b et s e e ebnesbeeebe e esneete e s b entaneeanesneeneennes 129
PREPARACION DEL AGAR PDA (POTATO DEXTROSE AGAR)......cccco.cueimeveiieensrenanes 129



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Clasificacion de las especies de banano y platano.............ccocevevreneneinenecncnenene 4
Cuadro 2. Tratamientos aplicados en el €NSAY0 1 ........cccvevveeiierieneeienieseee e 20
Cuadro 3. Tratamientos aplicados en el eNSAY0 2 .......ccccoerererieieieeerreeeeeee e 21
Cuadro 4. Tratamientos aplicados en el €NSAY0 3 ......c.ccceevveeiieierieie e 21
Cuadro 5. Tratamientos aplicados en el €nNSay0 4 ..........cccueeeeierieeieeie e 22
Cuadro 6. Tratamientos aplicados en el ENSAY0 5 ...........civveeveciieneece e 22
Cuadro 7. Detalle de las tres las pruebas de germinacion en sus diferentes condiciones. ........ 27
Cuadro 8. Andeva de prueba de germinaCion........c.ccoeeeerereeerienies it seeneas 28

Cuadro 9. Formato para evaluacion mediante la escala de Stover modificada por Ghaul y
obtener el calculo del Namero de hojas por planta (H/P), Hoja mas joven enferma (HMJE), y

el Promedio ponderado de infeCCION (PP1).....cc.coviuieieciie i ettt 52
Cuadro 10. Andeva del Promedio Ponderado de Infeccion (PPI) ....c.cccoeeeevieiieciicnieee e, 54
Cuadro 11. Andeva del contenido de clorofila en las hojas de las plantas a las que se les
aplicaron 10S MULAGENICOS. .....eeveuerieisiiiseiesseeiaeseessessessassesseesaseeeseesssssassassassessssseessensessestassnnnes 55
Cuadro 12. Andeva del ensayo 1 o primera irradiaCion. .........ccocoovieriirenieesienieeesieseese e 56
Cuadro 13. Andeva del ensayo 2 0 segunda irradiaCion. ................ccoeeeereerieeeeseerii e aseesnenees 56
Cuadro 14. Andeva del ensayo 3 0 tercera irradiaCion. ...........ooooiiiieiieeseesueesesae e dsnssneenees 57
Cuadro 15. Andeva del ensayo 4 0 cuarta irradiaCion. ...........ccceeiierierreseseseseeseeseeeseesesnasnens 57
Cuadro 16. Andeva del ensayo 5 o del mutagénico quimico EMS. ..........ccccciioveiieiiiineseenene 58
Cuadro 17. Lista de meristemos apicales introducidos en la primera colecta..............ccco........ 60
Cuadro 18. Lista de meristemos apicales introducidos en la segunda colecta........................... 62
Cuadro 19. Pruebas de germinacion en microcormos de banano para la seleccion del tamafio
adecuado en los experimentos con [0S MULAGENICOS ........ccveruieiieuieiieeeesieeee s ersste st e 65
Cuadro 20. Primera irradiacion de meristemaos apicales y miCroCormos ...........cecvevevververuernens 69
Cuadro 21. Segunda irradiacion de meristemos apicales 'y miCroCormos ......ccceveveveruerveruennens 71
Cuadro 22. Tercera irradiacion de meristemos apicales y MiCroCormMOS...........ccveveveruereesuennens 72
Cuadro 23. Cuarta irradiacion de meristemos apicales y miCroCormos ..........cccceeeveevereeveennn. 74
Cuadro 24. Tratamiento quimico en meristemos apicales y MiCroCormos.........ccecvevvevververuereens 77

Cuadro 25. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en meristemos apicales con el
mutagénico fisico desde la primera a la cuarta irradiacion, con cada una de sus
(010§ (= 00 L0 [T=T T (TS0 (01 £ 79
Cuadro 26. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en microcormos con el mutagenico
fisico desde la primera a la cuarta irradiacién, con cada una de sus correspondientes dosis. ...80
Cuadro 27. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en meristemos apicales con el
MUEAGENICO QUIMICO ..vieeiiieeie ettt ettt et e e et et e et esae e teeaaesseesbeessasasessaensesseens 81



Cuadro 28. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en microcormos con el mutagénico

QUITTIICO 1ttt b e et h e s bt ae b e b et e btk e et eb e s b et e st st et et enesbetens 81
Cuadro 29. Numero de plantas por cada dosis y nimero total de plantas en general ............... 86
Cuadro 30. Promedios ponderados de infeccion méas bajos de acuerdo a sus dosis.................. 88
Cuadro 31. Lista de plantas con el "PPI" menor a 2%, identificados con su respectivo codigo y
(0 [0S F OO 89
Cuadro 32. Promedio ponderado de infeccion en plantas sometidas a mutagénicos aclimatadas
LT IRV o O SO URRPSR 92
Cuadro 33. Lista de plantas que presentaron "hojas rayadas", con su respectivo cddigo y dosis.
................................................................................................................................................... 96
Cuadro 34. Lista de plantas con "hojas rojas", "hojas delgadas”, con sus respectivos codigos y
AOSIS. ........... El L et .. .. e veerereneneenesnesnesnenennes 97

Cuadro 35. Lista de plantas con "hojas pequefias”, "hojas redondas"”, "hojas con doble
coloracion, "hojas albinas"”, "hojas con manchas blancas, "hojas con borde deforme" y "tallos
alargados", con sus respectivos COTIGOS Y HOSIS. ..........iveeiviereeeereeriessesrestasteseieeeeeeesseneesaeenes 98
Cuadro 36. Datos del analisis del contenido de clorofila inicial y final en unidades SPAD...100

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Camara de irradiacion y explantes irradiandose Escuela Politécnica Nacional de
Quito: Camara o irradiador (A), Explanes ordenados para su irradiacion (B), Cierre de la
puerta del irradiador (C), Explantes en proceso de irradiacion (D).......cccecuevvvereeviesveenieesiennens 29
Figura 2. Unidad de Irradiacion, Direccién Nacional de Investigacion y Aplicaciones
Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia Renovable: E1 y E2 para ser irradiados (A
y B), E1 ubicado en el tambor de irradiacién (C), Ubicacion del tambor con el E1 dentro del
irradiador (D), Sellado del irradiador para el inicio de la irradiacion (E). ........ccccevvevvevverrennene. 31
Figura 3. Preparacion de meristemos apicales en cajas Petri de vidrio para su irradiacion:
Diseccion de meristemos (A y B), Meristemos sembrados en cajas Petri con medio de cultivo
(oRVAD NN e S T 32
Figura 4. Proceso de preparacion de microcormos para su irradiacion: Corte de los
microcormos (A, B y C), Lavado (D), ubicacion de microcormos en cajas Petri plasticas (E, F
y G), Tapado y sellado de 18S CaJas (H). ..cooveeeeriiiieiieiiesie ettt assias b 34
Figura 5. Explantes inmersos en las soluciones de EMS al 0.5 % (A), Explantes inmersos en
las soluciones de EMS al 1 % (B), Explantes inmersos en las soluciones de EMS al 2% (C).36
Figura 6. Explantes sobrevivientes a los 30 dias de tratamiento mutagénico con EMS a las tres
concentraciones durante SUS dOSIS TIEIMPOS. .......cciiiiierreerieieeireeteeteseesreseesstesaeesesssesssassesnsanes 37
Figura 7. Proceso de sometimiento de las plantas completas (microcormos) a la solucion
mutagénica de EMS y su posterior siembra en turba autoclavada: Inmersion de los E2 a la
solucién mutagénica de EMS (A y B), Exposicion a la solucion durante los tiempos planteados
(C), Escurrimiento de las raices (D), Siembre de la vitroplantas en turba autoclavada (E y F).

Figura 8. Proceso de sometimiento de las plantas con su pseudotallo cortado (microcormos) a
la solucion mutagénica de EMS y su posterior siembra en turba autoclavada: Solucion
mutagénica de EMS (A'y B), Inmersion de los E2 en la solucion mutagénica (C), Exposicion a
la solucién durante los tiempos planteados (D, E y F), - Escurrimiento de las raices (G),
Siembre de la vitroplantas en turba autoclavada (H)......cccioveiieeeneesieieisieeie e 39
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1. INTRODUCCION

El cultivo de banano es considerado uno de los cultivos comerciales de mayor
trascendencia socio-econdmica, debido a que sus frutos constituyen un alimento muy
importante para la dieta de millones de personas, tanto de las regiones productoras como de las
importadoras, siendo el cuarto en importancia para la alimentacion después del arroz, el trigo y
el maiz, con un consumo per capita mundial registrado entre 1997 y 2007, de 8.4 a 10.8 Kg
por afio (PRO ECUADOR, 2013).

La actividad bananera en Ecuador, antes y después del boom petrolero mantiene una
posicién gravitante como un generador de divisas y fuente de empleos para mas de 1 millon de
familias ecuatorianas “esto es mas de 2,5 millones de personas”, siendo superior a la de otros
rubros productivos. En el 2012, el banano fue ubicado como el primer producto de exportacién
del sector privado del pais y es uno de los principales contribuyentes al fisco, representando el
45,34 % del valor del FOB exportado y el 87,14 % de toneladas exportadas (PRO ECUADOR,
2013).

A pesar de ser un cultivo que se adapta muy bien a condiciones climaticas adversas, es
susceptible a varias enfermedades, entre las cuales la principal es la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis, Morelet), considerada la mas seria amenaza para la produccion
mundial de banano, causada por el hongo de la clase Ascomycetes (Robinson & Galan, 2011),
se caracteriza por los dafios directos que provoca en el follaje de la planta y por los efectos
indirectos sobre el tamafio y calidad de la fruta; dando como resultado pérdidas en los
rendimientos, incrementando considerablemente los costos de produccion por el mayor

namero de ciclos de fungicida que es necesario aplicar cada afio.



El uso excesivo de quimicos para el control de la Sigatoka negra en las haciendas
bananeras, ha provocado la aparicion de poblaciones de este patdgeno, resistentes a los
fungicidas, por lo tanto se buscan alternativas para evitar el uso indiscriminado de estas
sustancias que afectan a las personas y también al ambiente, entre estas alternativas, la

principal es el uso de genotipos con caracteristicas de resistencia a esta enfermedad.

Rowe y Rosales (1993), citado por (Bermudez, et al., 2007) mencionan que en diferentes
paises se han evaluado varios hibridos de platano que presentan caracteristicas resistentes ante
la Sigatoka negra, ejemplo de estos se tienen los del Programa de Mejoramiento de la
Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), en especial el “FHIA 21”; sin
embargo, por su sabor, no tiene aceptacion como fruta comercial, por esta razén que se busca
mejorar variedades comerciales con caracteristicas organolépticas aceptables en el mercado
exterior. Igualmente, el hibrido “FHIA 017, es un banano tipo postre el cual posee alta
resistencia a la Sigatoka negra; sin embargo, no posee las caracteristicas comerciales de

calidad de fruta y palatabilidad.

Novak (1991); Donini y Sonnino (1998) y Nichterlein (2000) citados por (Garcia et al.,
2000) comentan que debido a que la mayoria de los clones de platanos y bananos son
propagados vegetativamente, en general son triploides, estériles y con frutos partenocarpicos.
El mejoramiento genético a través de cruzamientos es extremadamente dificil en banano, por
lo que el uso de mutaciones inducidas (mutagénesis) cobra un rol importante y en
combinacion con las técnicas de cultivo in vitro pueden acelerar los programas de
mejoramiento genético desde la generacion de la variabilidad genética hasta la seleccion y la

multiplicacion de los genotipos deseados.

Naturalmente las mutaciones pueden ocurrir con frecuencia de una en un millon; sin
embrago, a través de la utilizacion de agentes mutagénicos como lo son la irradiacion gamma

(®°Co) y el ethylmethanesulfonate (EMS), las mutaciones se pueden dar con mucha mas



frecuencia. Estas pueden ser heredables y genéticamente estables, y dependiendo del tipo de
mutacién que se obtenga, por citar un ejemplo la resistencia a Sigatoka Negra, los beneficios
serian innumerables al utilizarse este tipo de clones mejorados, no solo en Ecuador sino que se

podria expandir hacia otros paises productores de banano.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo General

e Detectar y seleccionar tempranamente mutantes de banano con resistencia o

tolerancia a Sigatoka negra.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Determinar la dosis letal media (LDsy) en meristemos apicales in vitro y
microcormos aclimatados de banano, sometidos a mutagénicos fisico (rayos
gamma-®°Co) y quimico (ethylmethanesulfonate-EMS).

e Detectar mutantes con tolerancia o resistencia a Sigatoka negra en condiciones

de vivero.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales del cultivo de musaceas

Simmonds (1962), citado por Rekha, Ravishankar, Anand, & Hiremath (2001) menciona
que de las frutas cultivadas por el hombre, el banano es la méas antigua y que los cultivares
explotados, actualmente, han sido el resultado de la hibridacion de dos especies principales del
género Musa, correspondientes a Musa acuminata y Musa balbisiana, las cuales han aportado
los genomas A y B, respectivamente. El principal centro de diversidad de M. acuminata en
estado diploide es el area Malaya, que comprende Assam, Birmania, Siam, Indochina y
Filipinas. Los ejemplares silvestres de M. balbisiana se encuentran junto a los de M.

acuminata en la India Peninsular y en Ghats Occidental.

2.2. Clasificacion taxonémica del banano

Cuadro 1. Clasificacion de las especies de banano y platano

Familia: Musécea Género: Musa Seccién: Eumusa
Especies Grupo Subgrupo Clones Otros nombres
. Sucrier Baby banana Lady's Finger
Diploide AA Gross Michel Gross Michel Orito
Gran Naine Gran enano
Musa Dwarf Cavendish Cavendish
Acuminata Triploide AAA Cavendish Valery R_o_bgsta
Lacatan Filipino
Williams
Rojo y Rojo-verde Morado ]
French Plantain Dominico Fuente: o
Horn Plantain Barraganete El_aboria’cm:jn,
I . Dominico Hartén ireccion de
Triploide AAB Plantain Maguefio inteligencia
Musa Manzano comercial e
Balbisiana Limefio inversiones
S . Cuatro-filos (PRO
Triploide ABB Plantain L
'plol : Pelipita ECUADOR,
i FHIA - 04 2013).
TetrapIOIde AAAB EHIA - 21




2.3. Origen del banano

El sitio de origen del banano no puede definirse con exactitud, algunos surgieron en
Malaca o en las islas inmediatas al sur de esta peninsula, al parecer los tipos comestibles
triploides de M. acuminata (Grupo AAA), se originaron principalmente en la misma regién
que sus progenitores diploides, o sea en Malasia. Los grupos hibridos en cambio, se piensa que
se originaron en el contorno de los limites del area principal de evolucion de M. acuminata.
Asi, los platanos AB, AAB y ABB son caracteristicos de la India, y parece existir un segundo
centro de diversificacion de los tipos AAB y ABB en la region de Filipinas, en el borde
oriental de Malasia. El unico clon ABBB conocido, se ha originado en Indochina (Sierra,
1993).

2.4. Descripcion del banano

Los bananos y platanos son plantas herbéceas con pseudotallos aéreos que se originan de
cormos carnosos en los cuales se desarrollan numerosas yemas laterales o “hijos”. Las hojas
tienen una distribucién helicoidal (filotaxia espiral) y las bases foliares circundan el tallo (o
cormo) dando origen al pseudotallo. La inflorescencia es terminal y crece a traves del centro

del pseudotallo hasta alcanzar la superficie (Soto, 1985).

Sierra (1993), citado por Bornacelly (2009), menciona que entre las variedades que se
siembran con fines de exportacion a nivel mundial, el banano Giant Cavendish o Gran Enano
conocido también como Williams, originario de Australia, ha reemplazado a los clones
Robusta y Dwarf por sus mejores caracteristicas de cultivo, alta produccion y por el tipo y
calidad de los frutos que produce; aunque sus frutos son mas cortos y curvos que los del clon

robusta y maduran lenta e irregularmente, por lo que necesitan de un cuidadoso manejo.



2.5. Enfermedades que atacan al banano

El banano es un cultivo susceptible a varias enfermedades entre las que se mencionan a

continuacion:

2.5.1. Moko (Pseudomonas solanacearum)

El Moko es una enfermedad bacterial causada por Pseudomonas solanacearum que
ataca los bananos comerciales. Existen tres razas de Moko, de las cuales la raza 2 es la que
ataca el banano y presenta cuatro cepas: D, B, SFR y H. De estas, la raza B es la méas virulenta
en banano. Los primeros sintomas del ataque de Moko comienzan con un amarillamiento de la
hoja nueva o candela, que termina doblandose y pudriéndose totalmente. Estos sintomas
avanzan hacia las hojas mas viejas hasta que toda la planta muere y el pseudotallo se pudre.
Los hijos jovenes, especialmente los de agua, se tornan amarillentos y deformes. En plantas
viejas se observa un oscurecimiento de los haces vasculares hacia el centro del pseudotallo. En
algunos casos, estos sintomas avanzan hacia las vainas externas y la enfermedad también llega
a afectar la fruta, ésta si es muy joven se deforma y se pudre y los dedos se ennegrecen y si es

de mayor edad, los dedos se maduran en forma prematura.

Esta bacteria vive en el suelo y es diseminada por agua superficial, por insectos que se
alimentan de plantas infectadas o por herramientas contaminadas que se utilizan en labores de
deshoje y deshije. Ademas, mediante semilla contaminada, la bacteria ha sido llevada de una
zona geografica a otra. Para combatir el Moko deben tomarse las siguientes medidas: Usar
semillas de areas libres de ésta enfermedad, desinfectar las herramientas de trabajo cada vez
gue se toca una planta, eliminar plantas que muestren sintomas, asi como las que crecen
alrededor de éstas. Dejar en cuarentena el area, utilizar poda quimica en areas de alto riesgo
(Ortiz, Lépez, Ponchner, & Segura, 2007).



2.5.2. Mal de panama (Fusarium oxysporum f. sp. Cubense)

El mal de panama causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp cubense, ha sido
histéricamente considerada como una de las enfermedades mas catastroficas de las musaceas y
reconocida entre las 10 mas importantes en la agricultura. La raza 1 del patdégeno fue la
causante de la epidemia que devastd miles de hectareas de banano Gros Michel en América a
mediados del siglo pasado, fruta de la que béasicamente dependia la produccion comercial.
Esto trajo como consecuencia la transformacion de la industria bananera que tuvo que
reemplazar estas plantaciones susceptibles por cultivares del subgrupo Cavendish, resistentes
en esa epoca a la enfermedad, implementandose la utilizacion de nuevas tecnologias de
produccion. Fusarium, es un patégeno que se caracteriza por su amplia variabilidad,
habiéndose reportado en los ultimos afios la presencia de la raza tropical 4, considerada como
una forma altamente virulenta del hongo, ha provocado pérdidas millonarias en la industria
bananera en el sudeste de Asia. Esta raza tiene la capacidad de atacar a los cultivares de
banano Cavendish (casi el 100 % de las exportaciones se basa en este subgrupo) tales como
Cavendish Gigante, Valery, Williams y Grand Nain, asi como a la mayoria de musaceas
comestibles entre las que se incluyen el platano, llegando a convertirse nuevamente en una
seria amenaza potencial para la actividad bananera y platanera de la América Latina y El
Caribe (INIAP, 2012).

Cuando inicia esta enfermedad se observa decoloracion vascular, color marrén rojizo del
xilema de las raices y luego del rizoma. Cuando el rizoma ha sido afectado significativamente,
entonces aparecen los primeros sintomas externos, las orillas de las hojas mas viejas toman un
color amarillo brillante y se comienzan a marchitar y la enfermedad se extiende a las hojas
mas jovenes. Las hojas se colapsan en la zona del peciolo y cuelgan alrededor del pseudotallo,
segun la enfermedad progresa todo el follaje se afecta y se observa la decoloracion en el
xilema del pseudotallo. Las plantas afectadas eventualmente mueren pero pueden permanecer
erectas hasta por 2 meses durante los cuales las hojas que salen se observan decoloradas y de
menor tamafio. Otros sintomas que pueden observarse son arrugas y deformaciones en las

hojas y grietas a lo largo del pseudotallo. Una planta afectada muestra poco desarrollo y



produce hijuelos infectados antes de morir. Los sintomas pueden confundirse con los de la
enfermedad del Moko, pero en la marchitez por Fusarium no se observa decoloracion interna
del fruto. Existen varios factores que influyen en el desarrollo de esta enfermedad. El genotipo
es lo méas importante, aunque otros aspectos como el drenaje, las condiciones ambientales v el
tipo de suelo también influyen en su desarrollo. La resistencia genética es la mejor medida de
control de esta enfermedad. Se deben sembrar rizomas e hijuelos libres del hongo. El control
quimico, la rotacion de cultivos y otras técnicas no han sido efectivos para controlar la
marchitez por Fusarium. Es recomendable usar plantulas provenientes de cultivo de tejido.
Debido a problemas de infertilidad del grano de polen, todavia no se ha podido producir un
sustituto para los cultivos del subgrupo Cavendish. EI FHIA-01 "Goldfinger" es un banano de
postre que presenta resistencia contra las razas 1 y 4 de este hongo; sin embargo, tienen una

palatabilidad no aceptada comercialmente (Almoddvar & Diaz, 2007).

2.5.3. Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis, Morelet)

La Sigatoka negra, llamada asi debido al color oscuro o negro de las rayas y manchas
que se forman en la hojas del hospedero cuando lo habitan, es una enfermedad causada por el
hongo Mycosphaerella fijiensis, Morelet, catalogada como la més destructiva y devastadora de

las hojas de banano y platanos a nivel mundial (Marin, Romero, Guzman, & Sutton , 2003).

En un sistema agricola de cultivo como el de las Musaceas, la severidad de éste
patdgeno se intensifica, ya que la propagacion vegetativa (reproduccion asexual) y el cultivo
en grandes extensiones de tierra de un clon genéticamente uniforme, lo hace altamente
vulnerable a ataques epidémicos de esta enfermedad, Clay y Kober (1996), citado por Manzo,
Guzman, Rodriguez, James, & Orozco (2005).

Este patdgeno se caracteriza por el desarrollo de manchas foliares y provoca infecciones

masales que reducen el area fotosintética de las plantas, causando la madurez prematura de los
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frutos y por efecto la disminucion de la produccion de fruta en un 38 %. M. fijiensis se
encuentra ampliamente distribuida en la mayoria de los paises productores del mundo (Marin
etal., 2003).

En Ecuador fue detectada por primera vez en el afio 1987 en la hacienda “El Timbre” de
la provincia de Esmeraldas. Vera (1993) citado por Pico & Guadamud (2004) menciona que
para el afio 1989 ya se la encontraba en las provincias de Los Rios y Guayas. Posteriormente,
se extendio al sur del pais, hasta la provincia del Oro en 1992, por lo que esta enfermedad le
tom6 5 afios en infectar a todas las bananeras del pais (Martillo & Solano, 2003). Esta
enfermedad desde su aparecimiento, se ha convertido en el problema devastador del cultivo
por el potencial de indculo y por los graves dafios que ocasiona. Al respecto, en algunos casos

se han reportado pérdidas mayores al 50 %.

2.5.3.1. Agente Causal

El agente causal de la Sigatoka negra es el hongo Ascomycete que se reproduce en
forma sexual o ascdgena y asexual o conidica durante su ciclo de vida, Mycosphaerella
fijiensis, Morelet (fase sexual) o Paracercospora fijiensis, Morelet (fase asexual). Durante la
fase asexual correspondiente al género Paracercospora, se presenta en el desarrollo de las
primeras lesiones de esta enfermedad las cuales son descritas como pizcas o estrias. En esta
fase se observa la presencia de conidiéforos emergiendo desde los estomas hasta la superficie
de las hojas. Terminada la fase de reproduccién de los conidioforos, se inicia la fase sexual de
la enfermedad, sobre el primer estado de la mancha con la produccidén de ascosporas en
estructuras llamadas peritecios, los cuales se forman sobre la superficie del estado mas
avanzado (Maura, 2007).



2.5.3.2. Epidemiologia y sintomas

Las esporas (ascosporas y conidios) de Sigatoka negra se desplazan a través del viento,
por la lluvia y el rocio de agua, las cuales son la principal fuente de infeccion. Las ascosporas
y conidios germinan en la hoja, seguido por un crecimiento epifitico de los tubos
germinativos, los cuales entran a la hoja a través de los estomas, para después proliferar en
tejido intercelular de la hoja. El patdgeno establece una relacion biotrofica durante 3 a 4
semanas después de la penetracién y la aparicion de sintomas necrdéticos. El desarrollo de la
enfermedad es favorecido cuando existe alta humedad y altas precipitaciones, mientras que las

temperaturas menores de 20° centigrados y periodos secos inhiben el crecimiento del hongo.

Se han identificado seis estados de evolucion de los sintomas de la enfermedad: uno de
punto, dos de rayas o estrias y tres de manchas: 1) Estado de punto inicial: Aparicion de
puntos pequefios de color amarillo péalido de 0.25 mm de diametro visibles en el envés de la
hoja; 2) primer estado de estria: Formacion de estrias de color castafio de 1 mm de ancho por 2
mm de largo, visibles en el haz y paralelas a las venas laterales de la hoja; 3) segundo estado
de estria: Alargamiento de las estrias hasta alcanzar 20 — 25 mm de longitud y 2 mm de ancho,
las cuales toman una coloracion marrén oscuro y son visibles en el envés como rayas
amarillas: 4) primer estado de mancha: Ensanchamiento de las estrias que se tornan color
marron oscuro y estan rodeadas por una zona amarilla palida; puede considerarse el primer
estado de mancha; 5) segundo estado de mancha: Inicio del colapso del centro de color negro
de la mancha y formacién de un halo amarillo ligero en el tejido de la hoja que rodea el borde
acuoso de la mancha; 6) tercer estado de la mancha: El centro de la mancha se seca, adquiere
un color gris claro y ademas se torna hundido o comprimido. La mancha esta rodeada por un
borde estrecho bien definido, color pardo oscuro o negro. Entre este borde y el color verde

normal de la hoja, hay frecuentemente una zona amarilla brillante (Manzo et al., 2005).
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2.6. Resistencia genética

El Programa de Mejoramiento Genético de Musaceas de la FHIA inici6 en 1959 con la
United Fruit Company, su meta era desarrollar un banano tipo Gros Michel resistente al Mal
de Panama. A partir de esos cruzamientos se obtuvieron hibridos tetraploides, con resistencia a
la Raza 1 del Mal de Panamé& pero no fueron tan productivos como los clones Cavendish.
Después de 20 afios de investigacion, se desarrollo el diploide mejorado SH-3142, que produjo
progenies con resistencia a las razas 1 y 4 de Fusarium y es el progenitor masculino de los
hibridos FHIA-01, FHIA-18, FHIA-21 y FHIA-25. Los hibridos que la FHIA ha liberado hasta
la fecha, poseen excelentes caracteristicas de racimo y planta y son resistentes o tolerantes a la
Sigatoka negra y al Mal de Panama. En términos agronémicos es importante resaltar que la
rusticidad de los hibridos FHIA, hace posible su cultivo en un espectro muy amplio de
condiciones agro-ecoldgicas, por lo que han tenido buen desempefio en Africa, América
Latina y Australia. Los resultados obtenidos para el mejoramiento genético del banano, han
sido buenos, los productores de banano Cavendish necesitan apoyar el desarrollo de nuevos
hibridos o clones de Cavendish resistentes a Sigatoka negra, hasta 2011 solamente se podia
pensar en desarrollar un banano transgénico; pues, se consideraba estéril a la variedad
Cavendish, pero actualmente la FHIA tiene la técnica y estrategia para desarrollar hibridos
tipo Cavendish. El inicio para la obtencion de nuevas alternativas, reside en el mejoramiento

genético, pues la maduracion, la textura y el sabor tienen control genético (FHIA, s.f).

2.7. Biotecnologia

Garcia (2004), citado por Levitus, Echenique, Rubinstein, Hopp, & Mroginski (2010),
define a la biotecnologia como la ciencia que engloba a muchas tecnologias, y que mediante el
uso de un ser vivo o partes de él (sean estas células o enzimas aisladas), se obtenga un
producto util. Una de las tecnologias mas utilizada al momento es el cultivo de tejidos
vegetales, que encierra también un conjunto de técnicas muy Utiles para el mejoramiento de

plantas.
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2.7.1. Cultivo de tejidos

Es un conjunto de técnicas que tienen en comun el hecho de que un explante (una parte
separada del vegetal que pueden ser protoplastos, células, tejidos u 6rganos) es cultivado
asépticamente en un medio artificial de composicion quimica definida, en condiciones

ambientales controladas (Levitus et al., 2010).

El cultivo de células vegetales no seria posible sin el principio de la totipotencialidad,
que indica que cualquier célula vegetal contiene una copia integra del material genético de la
planta a la que pertenece, sin importar su funcion o posicion en ella, y por lo tanto tiene el
potencial para regenerar una nueva planta completa, segun Ferl y Paul (2000), citado por
Calva & Pérez (2005), entonces se puede decir que de acuerdo a los principios anteriormente
mencionados, las condiciones favorables, en especial un balance hormonal apropiado, da

origen a un nuevo individuo (Villalobos & Thorpe, 1993).

2.7.2. Organogénesis directa

Uno de los procesos morfogenéticos mas cominmente utilizado, para la obtencion de
nuevas formas y estructuras como 6rganos (brotes) directamente, sin la formacion de callos se

denomina organogénesis directa segun Krikorian (1982) citado por Krikorian (1993).

Toda célula u érgano esta en capacidad de recapitular la informacién genética que posee
y a través de la diferenciacion celular formar y desarrollar una planta completa con
caracteristicas idénticas (INIA, 2005).
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2.7.3. Micropropagacion de banano

Consiste practicamente en la multiplicacion masiva in vitro de un explante proveniente
de un cultivar asépticamente establecido una vez se haya regenerado (Villalobos & Thorpe,
1993).

El banano al igual que el platano son cultivos estériles, por su condicion triploide. La
propagacion de clones comestibles por via vegetativa de manera convencional, ha sido usada
por mucho tiempo, pero con la aparicion de la técnica de cultivo de tejidos mediante la
micropropagacion in vitro los resultados han sido muy favorables, ya que se puede obtener
mayor cantidad de material genético en menor tiempo y libre de patdgenos, menciona
Krikorian y Cronauer (1984) citado por Angarita & Perea (1993).

2.8. Mutagénesis

Es el proceso mediante el cual, de manera natural o inducida, se genera una mutacion a
nivel de ADN, la cual se define como un cambio hereditario en el material genético. Existe
gran evidencia de que una amplia variedad de agentes ambientales, incluyendo los
carcindgenos, interacttan directamente con el ADN, produciendo cambios hereditarios, por lo
que los estudios de mutagénesis son importantes para la evaluacion de los riesgos de

mutagenicidad y carcinogenicidad de los agentes quimicos y fisicos (De la Rosa & Ruiz, sf).

El ADN se replica con una precision extraordinaria por ser una molécula fuertemente
estable, aun asi se producen errores en su replicacion, a eso se llama mutacion, que se define
como una transformacion heredada en la informacion genética, donde los descendientes

pueden ser células o individuos (Pierce, 2010).
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2.8.1. Mutaciones naturales

Las mutaciones naturales consisten en alteraciones en el ADN, que se han venido
acumulando desde inicios de la vida, en los organismos, lo que ha constituido la fuente de la
evolucion de millones de especies. Este tipo de variaciones puede producir mutaciones malas
que ponen en desventaja a la especie preciada en relacién con sus congéneres, pero podria
también producir mutaciones buenas, que en un medio ambiente cambiante en el momento
pertinente, puede salvar a una especie de la extincion, por su puesto la tasa de este tipo de

mutaciones es muy baja (Frankel, 2003).

Las mutaciones somaticas en musaceas, que se producen de forma espontanea han
contribuido como una buena fuente de variacion para la obtencion de nuevas variedades; sin
embargo, la tasa de ocurrencia como se menciona es escasa para satisfacer las necesidades

préacticas del mejoramiento genético (Roux, et al., 2003).

2.8.2. Mutaciones inducidas

Existe un gran numero de agentes que inducen mutaciones, las cuales se atribuyen a
causas ambientales conocidas, estas pueden contrastarse con las mutaciones espontaneas, que
nacen de manera natural durante el proceso de replicacion del ADN. Los agentes que

provocan mutaciones inducidas se denominan mutagenos (Carey, 2011).

La tasa de mutacion difiere entre la artificial y la natural, la frecuencia de mutacion
natural oscila entre 10°® y 10™ en plantas y animales (las frecuencias se dan por gen y
generacion); con mutagénesis artificial se puede conseguir una tasa tan alta como se quiera,
pero existe el riesgo de provocar tantas mutaciones en el organismo que éste no esté en

capacidad de sobrevivir; si, por ejemplo, un organismo tiene 10.000 pares de alelos y se
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consigue una tasa de 107 se producira un promedio de 2 x 10.000 (genes) x 0,01= 200
mutaciones, esto es, modificaciones muchas veces sustanciales (por tanto, normalmente no
deseables en un organismo que ha funcionado perfectamente hasta ese momento) en 200
genes. Una tasa mayor podria eliminar toda viabilidad en el organismo. Ademas, si se tiene en
cuenta que, normalmente, se debe ir persiguiendo la aparicién de solo un gen concreto, los

otros 199 pueden ser indeseables (Cubero, 2002).

2.8.3. Condiciones que debe reunir un agente mutagénico

Este debe ser lo adecuadamente efectivo sobre el material hereditario para originar
cambios en su estructura, y simultaneamente, indcuo para el hombre. Esto es posible pero
siempre se debe aplicar un agente poco tdxico para el operario. La capacidad mutagénica se
mide por la dosis letal media (DLso) que es la dosis con la cual sobreviven el 50 % de los
individuos en cuestion. Méas del 50 % indica una alta toxicidad. Hay un gran nimero de
agentes, fisicos y quimicos que causan mutaciones; todos los carcinégenos lo son, aunque no

todo mutageno parece ser cancerigeno (Cubero, 2002).

2.8.4. Tipos de mutagénicos

Se conoce que muchas sustancias del medio son mutagénicas, incluyendo las radiaciones
ionizantes y no ionizantes y centenares de sustancias quimicas diferentes. Estos mutagenos
son capaces de causar sustituciones de bases, delecciones y cambios del marco de lectura. La
radiacion ionizante puede inducir interrupciones del ADN bicatenario. Algunos mutagenos
estan presentes en la naturaleza y otros son artificialmente producidos por el hombre (Carey,
2011). Para identificarlos se los divide en dos grupos, quimicos Yy fisicos, que se describen a

continuacion.
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2.8.4.1. Mutagénicos quimicos

Existe una gran cantidad de mutagénicos quimicos; sin embargo, para propdésitos de
mejoramiento en plantas cultivadas solo unos pocos son realmente Utiles. La mayoria de
aquellos corresponden al grupo de los agentes alquilantes y dentro de ellos se pueden numerar
los siguientes: Ethylmethanesulfonate (EMS), sulfato de dietilo (dES) y a los compuestos
nitrosos como la N-metil-N-nitrosourea (MNH). Otra sustancia quimica de interesantes
caracteristicas, cuya utilizaciéon como inductor de mutaciones es también la azida sodica
(Suarez, 2006).

2.8.4.2. Mutagénicos fisicos

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de las radiaciones sobre los mutagenos

quimicos, los principales tipos de radiacion son los siguientes:

Rayos X; Radiacion Gamma: **'Cesio y ®Cobalto son las principales fuentes de rayos Gamma
utilizados en trabajos de radiobiologia. EI **'Cesio es usado en muchas instalaciones teniendo
en cuenta que tiene una vida media mas larga que el ®Cobalto; Radiacién Ultravioleta: Tiene
limitada habilidad de penetracién en los tejidos, por lo que su uso en experimentos bioldgicos
esta restringido al tratamiento de esporas o granos de polen; Radiacion Beta: Las particulas
Beta (electrones) como de ¥P y **S producen un efecto similar a aquellos rayos X o Gamma,
pero con mas baja habilidad de penetracion; Neutrones: Tienen un amplio rango de energia y
son obtenidos de la fisién nuclear en un reactor nuclear con *U. Los neutrones han mostrado
ser muy efectivos en la induccién de mutaciones en plantas; Particulas de aceleradores:
Protones, deuterones, particulas alfa. Se ha utilizado basicamente para estudios fundamentales

en la determinacion de los efectos radiobiologicos (Suarez, 2006).
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2.8.5. Dosis

Donini y Sonnio (1998) citado por Valdez, Orellana, Veitia, & Torres (2004),
mencionan que, cuando se realizan estudios con radiaciones es basico determinar la dosis letal
media (DLsp), evaluar una serie de dosis de radiaciones y comparar la supervivencia de los
explantes cultivados con el control no irradiado. En estudios con mutagenos se debe buscar la
DLso, y partir desde ese punto, la misma concibe un amplio espectro de mutaciones inducidas

y permite un tamafio equilibrado de la poblacion para rescatar mutantes Utiles.

Las radiaciones se pueden aplicar en dosis cronicas (de intensidad baja, pero durante
largo tiempo) o agudas (lo contrario). Para dosis medias vale la relacion clasica entre
intensidad y tiempo (I x t = constante), pero no para dosis extremas; la radiacién cronica causa
su efecto a través de los iones producidos en el medio celular o de pequefias roturas que
permiten la soldadura del ADN y del cromosoma, pero la aguda ocasiona grandes efectos
traumaticos en el material hereditario que no admiten recomposicién. Como indicacion
general, una dosis crénica puede ser de 100 rad al dia y una aguda de 100 rad por segundo.
Para la determinacion de la dosis y su aplicacion se debe tener en cuenta el material que se
irradie (Cubero, 2002).

También se ha mencionado que la capacidad de los explantes para sobrevivir disminuye
con el aumento de la dosis, expresandose en diferentes tasas de supervivencia dependientes de
las variedades: explantes regenerados de 'Williams' muestran una buena altura, peso y tasa de

supervivencia, incluso cuando la dosis alcanzan a 200 Gy (Reyes, 2007).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

La presente investigacion se realizd en el Departamento de Biotecnologia de la Estacion
Experimental del Litoral Sur “Dr. Enrique Ampuero Pareja” del Instituto Nacional Auténomo
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Esta ubicada entre las coordenadas geograficas
2°15°15” latitud Sur y 79°30°40” de longitud Occidental en el Km. 26 en la via Durén —
Tambo, Parroquia Virgen de Fatima, Canton Yaguachi, Provincia del Guayas, a 17 msnm,
precipitacion media anual de 1342 mm y 81 % de humedad relativa media y una temperatura
promedio de 25,1 °C. La presente investigacion se realiz6 desde julio del 2011 hasta enero del
2015.

3.2. Material vegetal

Para el presente estudio se utilizaron, meristemos apicales y microcormos de banano del

cv. “Williams” del subgrupo Cavendish.

3.3. Materiales, equipos de laboratorio y reactivos

Los materiales, reactivos y equipos que se utilizaron en este experimento se detallan en
el Anexo 1.
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3.4. Factores estudiados

Dos tipos de mutagénicos: fisico (rayos gamma: en varias dosis de irradiacién, incluido
el control) y quimico (Ethylmethanesulfonate - EMS: Cuatro dosis mutagénicas quimicas,
incluido el control y dos tiempos de exposicion a este mutagénico) y dos tipos de explantes:

meristemos apicales y microcormos.

3.5. Tratamientos estudiados

Los tratamientos aplicados para los dos tipos de mutagénicos fueron disefiados de la
siguiente manera: En este estudio se utilizaron dos tipos de explantes: meristemos apicales y
microcormos y dos mutagénicos: fisico “Rayos Gamma (*°Co)” y quimico
Ethylmethanesulfonate “EMS” mezclado con Dimetilsulféxido (DMSO, CH3SOCHS3;) para
disolver el EMS. Las dosis que se aplicaron de radiacion gamma fueron: 0, 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350 y 500 Gray (Gy) (Cuadro 2).

Segln lo planificado las dosis fueron atenuadas debido a la alta mortalidad que
presentaron los explantes cuando fueron irradiados con dosis de 50 a 500 Gy (Cuadro 2), por
lo tanto, se hicieron otras irradiaciones con dosis mas bajas que fueron las siguientes: 0, 20,
40, 60, 80, 100, 120 y 140 Gy (Cuadro 3), y luego otra de 0, 40, 50, 60 y 70 Gy (Cuadro 4),
hasta que se logré determinar la DLso, con la que se irradiarian nuevamente los explantes, pero
el irradiador del Departamento de Ciencias Nucleares de la Escuela Politécnica Nacional en
Quito, sufrié un dafio y debio repararse, por lo tanto se tuvo que utilizar el de la Direccion
Nacional de Investigacion y Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia
Renovable de Aloag, donde se volvieron a irradiar con dosis de: : 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160 y 180 Gy (Cuadro 5), para evaluar si el efecto de las dosis era el mismo y

posteriormente se determind otra DLs.
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Se utilizé un disefio completamente al azar en arreglo factorial A x B para cada uno de
los tratamientos mutagénicos usados, para analizar el porcentaje de sobrevivencia de los

explantes obtenidos después de la aplicacion de los mutagénicos.

Las dosis aplicadas de EMS fueron: 0, 0.5, 1 y 2 % por dos tiempos: 3 y 6 horas. Se

utilizaron 5 repeticiones para el mutagénico fisico y 3 repeticiones para el quimico (Cuadro 6).

Cuadro 2. Tratamientos aplicados en el ensayo 1

Tratamiento Dosis (Gy) Explante
1 0 Meristemos
2 50 Meristemos
3 100 Meristemos
4 150 Meristemos
5 200 Meristemos
6 250 Meristemos
7 300 Meristemos
8 350 Meristemos
9 500 Meristemos
10 0 Microcormos
11 50 Microcormos
12 100 Microcormos
13 150 Microcormos
14 200 Microcormos
15 250 Microcormos
16 300 Microcormos
17 350 Microcormos
18 500 Microcormos
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Cuadro 3. Tratamientos aplicados en el ensayo 2

Tratamiento Dosis (Gy) Explante

1 0 Meristemos
2 20 Meristemos
3 40 Meristemos
4 60 Meristemos
5 80 Meristemos
6 100 Meristemos
7 120 Meristemos
8 140 Meristemos
9 0 Microcormos
10 20 Microcormos
11 40 Microcormos
12 60 Microcormos
13 80 Microcormos
14 100 Microcormos
15 120 Microcormos
16 140 Microcormos

Cuadro 4. Tratamientos aplicados en el ensayo 3

Tratamiento Dosis (Gy) Explante

1 0 Meristemos
2 40 Meristemos
3 50 Meristemos
4 60 Meristemos
5 70 Meristemos
6 0 Microcormos
7 40 Microcormos
8 50 Microcormos
9 60 Microcormos
10 70 Microcormos
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Cuadro 5. Tratamientos aplicados en el ensayo 4

Tratamiento Dosis (Gy) Explante
1 0 Meristemos
2 20 Meristemos
3 40 Meristemos
4 60 Meristemos
5 80 Meristemos
6 100 Meristemos
7 120 Meristemos
8 140 Meristemos
9 160 Meristemos
10 180 Meristemos
9 0 Microcormos
10 20 Microcormos
11 40 Microcormos
12 60 Microcormos
13 80 Microcormos
14 100 Microcormos
15 120 Microcormos
16 140 Microcormos
17 160 Microcormos
18 180 Microcormos

Cuadro 6. Tratamientos aplicados en el ensayo 5

Tratamiento Tiempo Dosis (Gy) Explante

1 1 0 Meristemos
2 1 0.5 Meristemos
3 1 1 Meristemos
4 1 2 Meristemos
5 2 0.5 Meristemos
6 2 1 Meristemos
7 2 2 Meristemos
8 1 0 Microcormos
9 1 0.5 Microcormos
10 1 1 Microcormos
11 1 2 Microcormos
12 2 0.5 Microcormos
13 2 1 Microcormos
14 2 2 Microcormos
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3.6. Multiplicacion in vitro por meristemos apicales

3.6.1. Colecta de hijuelos

El material vegetal que se utilizo para este estudio fue colectado, en la hacienda “Las
Garzas” del canton La Troncal, el cual se usdé para la micropropagacion in vitro de los
explantes y posteriormente para la aplicacion de los mutagénicos fisico (rayos gamma) y
quimico (EMS).

Se realizaron dos colectas en diferentes fechas, la primera se la realizé el 13 de
diciembre del 2011, con un nimero de 82 colinos colectados, la segunda colecta fue el 26 de
marzo del 2012 y el nimero de colinos fue de 62.

Se colectaron hijuelos espada (colinos), sanos y vigorosos de 0,80 a 1 m de altura, estos
se transportaron al Departamento de Biotecnologia de la Estacion Experimental Litoral Sur del
INIAP para la extraccion de sus meristemos. A este material se eliminaron sus raices y
pseudotallos y se redujeron cortando sus cormos conjuntamente con las vainas, longitudinal y
transversalmente hasta dejarlos aproximadamente de 10 cm de altura por 5 cm de ancho. Estos
se colocaron en una solucién antioxidante conteniendo 50 mg de &cido ascoérbico y 30 mg de

cisteina en 1 litro de agua.

3.6.2. Introduccién de los meristemos apicales al laboratorio

En el laboratorio, con un cuchillo se redujeron a 5 cm de alto por 3 cm de ancho. Para su
desinfeccion se los sumergio en un recipiente estéril con una solucion de cloro al 3 % durante
5 minutos (Ortega , 2010), luego se llevaron a la camara de flujo laminar donde se procedi6 a
enjuagarlos con agua destilada estéril (autoclavada), se hicieron 3 enjuagues y se procedio a la

extraccion del meristemo apical con el uso de pinzas y bisturi autoclavados anticipadamente.
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Los cortes para la escision del meristemo se realizaron sobre papel autoclavado dejando el
explante de 1 cm? aproximadamente. Cada explante fue sembrado en un tubo de ensayo que
contenia medio de cultivo de establecimiento o iniciacion Murashige y Skoog (MS). La
preparacion de las soluciones Stocks y la composicion de los medios de cultivo para las

diferentes etapas de crecimiento de los explantes se presentan en los Anexos 2 y 3.

Finalmente, los tubos de ensayo se cubrieron con papel aluminio estéril y se los sello
con strechfilm para evitar la entrada de cualquier patdgeno, la siembra del meristemo se hizo
también en tarrinas pequefias de 50 mL, manteniéndolos en oscuridad durante la primera
semana para evitar la oxidacion del explante. El tiempo que se mantuvo dentro del medio de
cultivo (MS) hasta que se observd que el explante se regenerd, fue de 30 dias

aproximadamente.

3.6.3. Multiplicacién del material genético (explantes)

Una vez regenerados los explantes se procedié a propagarlos en medio de cultivo de
multiplicacién (MS) de banano en estado liquido, para la obtencién del material genético que
se utilizd en los tratamientos mutagénicos. Los medios de cultivo usados para la
multiplicacién de los explantes fueron liquidos y so6lidos, y la concentracion hormonal varié de

acuerdo a la etapa en la que se trabajo: introduccién, multiplicacién o enraizamiento (Anexos
2y3).

Se procedié a preparar el medio de cultivo que en este caso fue un MS modificado, las
cantidades de stock y reactivos utilizados para la preparacion de 1 litro de medio, se describen
en el Anexo 3. Se preparé en un matraz Erlenmeyer (fiola de 1 L), en donde se dispensaron
500 mL de agua destilada que sirvio para la mezcla de las soluciones stock y reactivos sélidos
y liquidos. El recipiente se coloco sobre un plato agitador calentador y con la ayuda de una
barra magnetica agitadora se agitd lo que se dispensd dentro del recipiente. Una vez
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mezclados, se afor6 o enrazd (balén de 1000 mL) hasta completar el litro de solucién.
Posteriormente se tomo el pH, el cual se regul6 adicionando &cido clorhidrico 1 N para bajarlo
e hidroxido de sodio o potasio 1 N para subirlo hasta dejarlo entre 5,6 a 5,8 de pH. Por ultimo
se vertio el gellam gum como agente gelificante, una vez hecho esto se cubrid el recipiente
con papel aluminio y se lo envolvié con strech film. Finalmente se autoclavd durante 20

minutos a una temperatura de 121 °C.

El medio de cultivo autoclavado; fue trasladado hasta el cuarto de cultivo y dentro de
una cdmara de flujo laminar, se dispensé el medio en recipientes (plasticos y vidrio), los
cuales también se autoclavaron con anterioridad, luego se cubrieron, sellaron y rotularon.
Finalizado este trabajo, antes de usar el medio de cultivo para la siembra de los explantes, se
dejaron reposar durante 3 dias como prueba para detectar contaminacion y de esa manera
evitar los medios contaminados antes de la siembra. A continuacion se detallan los materiales

utilizados en el proceso de multiplicacion:

e Pinzas autoclavadas

e Mangos de bisturi (# 11 o 22) autoclavados y hojas de bisturi (# 11 o0 22)
e Papel autoclavado

e Frasco para ubicar las pinzas y bisturis autoclavados

e Frasco para contener el alcohol (98 %)

e Mechero de alcohol

e Alcohol 70 %

e Medio de cultivo

e Strechfilm (Plastico)

e Marcador

e Equipo de bioseguridad (guantes, mascarilla, mandil)

25



3.7. Obtencion de microcormos a partir de plantas de vivero

3.7.1. Adquisicion de vitroplantas de vivero

Para las pruebas de vivero se compraron vitroplantas aclimatadas de 30 cm de altura
aproximadamente, de donde se extrajeron los microcormos con 1 cm de didmetro, esta medida
se obtuvo de acuerdo a las pruebas previas de germinacion realizadas, que se explican en el
Cuadro 7 del item 3.7.2.

Microcormo es a la “cepa o cormo” de una vitroplanta de banano ya aclimatada a la que

se le corto el pseudotallo y las raices.

3.7.2. Preparacion de las vitroplantas para la obtencion de microcormos e

implementacion de la pruebas de germinacion

Con la finalidad de determinar el tamafio de microcormo que rebrote y se desarrolle sin
problemas, antes del sometimiento a los tratamientos mutagénicos, se realizaron pruebas de

germinacion en tres diferentes condiciones.

Para cada prueba se utilizaron tres grupos de plantas, en diferentes estados de
crecimiento, a los que se les midi6 el pseudotallo, de donde se obtuvieron los cormos de los
siguientes tamarios: pequefios (20 plantas de entre 4 a 7 mm de &), medianos (20 plantas de
entre 8 a 9 mm de @) y grandes (20 plantas de entre 10 a 15 mm de @), a los cuales se les
midié el didmetro del cormo, luego se ordenaron distribuyéndose como se explica en el
Cuadro 7:
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Cuadro 7. Detalle de las tres las pruebas de germinacion en sus diferentes condiciones.

A los tres grupos de plantas se les cortd su pseudotallo a la altura de 0,5

cm del microcormo, y se les elimind las raices, dejando un microcormo
Prueba 1 o ) )

limpio. Posteriormente se sembraron en turba y se mantuvieron en

condiciones de vivero

Prueha 2 A los tres grupos de plantas se les cortd su pseudotallo a la altura de 0,5
rueba
cm del microcormo, a estas no se les cortaron sus raices. Posteriormente

se sembraron en turba y se mantuvieron en condiciones de vivero

A los tres grupos de plantas se les cortd su pseudotallo a la altura de 0,5
cm del microcormo, se les elimind sus raices, dejando un microcormo
limpio. Posteriormente fueron sembradas en tarrinas transparentes que
contenian una base de papel toalla humedecida con agua destilada y
Prueba 3 fueron cubiertas con una lamina plastica transparente a la que se perford
para que haya un intercambio gaseoso y se las mantuvo en condiciones de
Vivero.
“Los tres ensayos fueron evaluados a los 7 dias para observar el

porcentaje de brotacion”.

Los datos obtenidos en las pruebas de germinacion se sometieron al analisis de varianza

para conocer la significancia estadistica en base al esquema que se observa en el Cuadro 8:
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Cuadro 8. Andeva de prueba de germinacion

Fuente de variacion Grados de Libertad
Tratamientos 8

Pruebas (A) 2

Tamarfio de microcormo (B) 2

Interaccion AxB 4

Repeticiones 4

Error experimental 34

Total 44

En el analisis funcional los promedios de los resultados se compararon entre si con la prueba
de Tukey al 5 % de significancia, con la finalidad de conocer la diferencia estadistica entre

tratamientos.

3.8. Aplicacidn de los tratamientos mutagenicos

3.8.1. Mutagénico fisico (rayos gamma)

Las irradiaciones se realizaron en tres ocasiones: el dia 1 de Diciembre del 2011, el 18
de Julio del 2012 y el 27 de Agosto del 2012, en el Laboratorio de Tecnologia de Radiaciones,
del Departamento de Ciencias Nucleares de la Escuela Politécnica Nacional en Quito,
utilizando su unidad de radiacién de Cobalto 60 (*°Co) (Figura 1), donde se realizé la

aplicacion del tratamiento fisico nuclear, en los meristemos apicales y microcormos.
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Figura 1. Camara de irradiacion y explantes irradidndose Escuela Politécnica Nacional de Quito:
Camara o irradiador (A), Explanes ordenados para su irradiacion (B), Cierre de la puerta del
irradiador (C), Explantes en proceso de irradiacién (D).
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Se efectuaron las irradiaciones usando el mismo procedimiento de preparacion en el
laboratorio, pero aplicando dosis diferentes en cada una de ellas, se empez6 ordenando las
cajas Petri alrededor de las circunferencias que se encontraban a una distancia de 40 y 50 cm
de la fuente de (*°Co) dentro de la camara de irradiacion, la cantidad de absorcion de radiacién
es dependiente del tiempo y la distancia a la que se encuentran los explantes de la fuente de
%0Co, la tasa de irradiacion que se aplicé fue de 116,01 Gy’/h a 50 cm y 169,32 Gy/h a 40 cm.

En el Anexo 4 se explica lo mencionado.

Las dosis aplicadas en la primera irradiacion fueron de: 0, 50, 100 200, 250, 300, 350 y 500
Gy en 5 repeticiones, las dosis més altas fueron para probar el efecto de las mismas sobre los
explantes, en la segunda irradiacion se aplicaron dosis de: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 Gy
en 5 repeticiones y por ultimo en la tercera irradiacion se aplicaron dosis de: 0, 40, 50, 60, 70
Gy, con 10 repeticiones, finalizando los trabajos en ese irradiador.

La cuarta irradiacion se la realizd el 2 de julio del 2013 en la Direccién Nacional de
Investigacion y Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia Renovable,
localizada en Aloag, utilizando un irradiador de las siguientes caracteristicas: Marca: JL
Shepherd y Asociados, de isotopo ®°Co de 11500 Curies, modelo 109-68, SN 3003 (Figura 2).

Al igual que en las irradiaciones anteriores se usaron meristemos apicales (E1) y microcormos
(E2) como material vegetal, en el caso de los E1 que se manejaron en condiciones in vitro se
aplicaron 10 dosis de radiacion gamma, incluido el testigo, realizando tres repeticiones, en el
caso de los E2 que se manejaron en condiciones de vivero, las dosis y repeticiones fueron las
mismas y se detallan como sigue: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 y 180 Gy, la tasa de

irradiacion se explica en el Anexo 5.
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Figura 2. Unidad de Irradiacion, Direccién Nacional de Investigacion y Aplicaciones
Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia Renovable: E1 y E2 para ser irradiados
(A'y B), E1 ubicado en el tambor de irradiacion (C), Ubicacion del tambor con el E1 dentro
del irradiador (D), Sellado del irradiador para el inicio de la irradiacion (E).
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3.8.1.1. Meristemos apicales

Se prepararon los explantes veinticuatro horas antes de ser irradiados (30/11/2011), estos
fueron cortados sobre papel estéril con un bisturi #11, ayudando con una pinza para su
manipulacion dentro de la camara, se us6 un mechero de alcohol para el flameo de las
herramientas, los meristemos apicales se sembraron en cajas Petri de vidrio conteniendo 15
mL de medio de cultivo sélido para multiplicacién de banano, colocando 20 meristemos
apicales por caja (Figura 3), los componentes del medio se detallan en los Anexos 5y 6.

Figura 3. Preparacion de meristemos apicales en cajas Petri de vidrio para
su irradiacién: Diseccion de meristemos (A y B), Meristemos sembrados en
cajas Petri con medio de cultivo (C y D).
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Los explantes fueron expuestos al mutagénico y posteriormente se sembraron en medio
de cultivo liquido (MS-modificado), que se dispensd en matraces Erlenmeyer de 250 mL de
capacidad, 20 mL de medio/fiola. En la cuarta irradiacion los explantes fueron transportados
en frascos de vidrio sembrados en medio de cultivo semi-sélido, se taparon con papel aluminio
autoclavado y se envolvieron totalmente con plastico. Luego de haber sometido los explantes
al mutagénico, se sembraron en medio de cultivo liquido (MS-modificado), que se encontraba

dispensado en matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, 20 ml de medio/fiola.

3.8.1.2. Microcormos

De acuerdo al mejor resultado obtenido de las pruebas de germinacion de los
microcormos se procedid a eliminar las raices, luego se cortaron sus pseudotallos a la altura de
0,5 cm del cormo, dejandolos independientes, estos se lavaron y se ubicaron en cajas Petri
plasticas donde antes se coloc6 como sustrato papel toalla con agua destilada, sobre esto
fueron ubicados de manera ordenada. Una ver irradiados los microcormos fueron sembrados
directamente en turba autoclavada (esterilizada) dentro de bandejas germinadoras de
poliuretano las cuales fueron lavadas y desinfectadas antes de la siembra de los microcormos,
a estos se les dio6 riego con agua destilada y se mantuvieron bajo condiciones de vivero, luego
se observd consecutivamente su desarrollo. La toma de datos de la evaluacion se realizo a los
30 dias posteriores a la siembra. Para el caso de la cuarta irradiacion, estos fueron preparados
en grupos, no se les cortaron todas sus raices dejandolas de 8 cm de largo aproximadamente,
se envolvid cada grupo en una toalla absorbente humeda, luego se los enroll6 con pléastico y se
los ubicO en cajas de carton para su transportacion hasta el lugar de irradiacion. Los
microcormos irradiados fueron sembrados directamente en turba autoclavada (esterilizada)

dandoles el mismo manejo que se menciono anteriormente.
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Figura 4. Proceso de preparacion de microcormos para su irradiacion: Corte de los
microcormos (A, B y C), Lavado (D), ubicacion de microcormos en cajas Petri
plasticas (E, F y G), Tapado y sellado de las cajas (H).
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3.8.2. Mutagénico quimico (Ethylmethanesulfonate)

El ensayo fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia de la EELS del INIAP, al
igual que en el tratamiento fisico, para el tratamiento quimico se usaron meristemos apicales
“E1” y microcormos “E2”, para la mutagénesis quimica se utilizd ethylmethanesulfonate
(EMS - CH3SO,0C;Hs) en mezcla con Dimetilsulfoxido (DMSO, CH3SOCHS3), las dosis

aplicadas fueron: 0- 0,5- 1y 2 % con dos tiempos de 3 y 6 horas por 3 repeticiones.

3.8.2.1. Meristemos apicales.

La metodologia para la realizacion de este ensayo empezd con la preparacion de los
meristemos apicales (E1) que sirvieron como material para el ensayo, dejandolos en agitacion
con agua destilada estéril durante 3 dias para bajar la concentracion hormonal, estos fueron
micropropagados con anterioridad para la prueba.

Dentro de una Sorbona (camara de extraccion de gases) se prepararon las soluciones de

EMS-DMSO, en proporciones de 1 — 1 para cada una de las dosis establecidas para el estudio.

Luego se ubicaron dentro de una camara de flujo laminar las tarrinas que contenian los
explantes que estuvieron en agitacion en agua destilada estéril, una vez dentro estos se
extrajeron y se los introdujo en las tres soluciones mutagénicas con sus diferentes
concentraciones (Figura 5), contenidas en las diferentes tarrinas, luego se ubicaron en un
shaker orbital para mantenerlos en agitacion durante el primer tiempo (3 horas), una vez
completado este tiempo se extrajeron los primeros 30 explantes de cada dosis y se volvieron a
ubicar los altimos 30 explantes en el shaker hasta completar el segundo tiempo (6 horas), en
cada una de las concentraciones, se dejaron sus respectivos controles para comparar el efecto

del mutageénico.
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Figura 5. Explantes inmersos en las soluciones de EMS al 0.5 % (A), Explantes inmersos en
las soluciones de EMS al 1 % (B), Explantes inmersos en las soluciones de EMS al 2 % (C).

Los explantes extraidos de cada uno de los tiempos se traspasaron en medio de cultivo
liquido para banano (MS modificado) y nuevamente se ubicaron en un shaker orbital durante
24 horas para eliminar residuos del mutageno (EMS), para después de ese tiempo cambiarlos

al medio de cultivo definitivo dividiéndolos en sus respectivas repeticiones.

Los explantes se sembraron en vasos plasticos, los mismos que luego se desecharian por
estar en contacto con este quimico. Las evaluaciones se realizaron a los 30 dias posteriores a la

siembra en el medio de cultivo (Figura 6).

36



Figura 6. Explantes sobrevivientes a los 30 dias de tratamiento mutagénico con EMS a las tres concentraciones durante sus dosis tiempos.

Efecto del EMS en explantes a una
concentracion al 0,5 % durante 3
horas (A) y 6 horas (B)

A

Efecto del EMS en explantes a una
concentracion al 1 % durante 3
horas (A) y 6 horas (B)

A

Efecto del EMS en explantes a una
concentracion al 2 % durante 3
horas (A) y 6 horas (B)

A
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3.8.2.2. Microcormos

El procedimiento para la preparacion de las soluciones mutagénicas usadas para los
“E2” fue el mismo que con los “E1”, se utilizaron las mismas concentraciones y tiempos, la
diferencia fue que para este ensayo se utilizaron plantas completas con raices y pseudotallo
(Figura 7) y también otras con el pseudotallo cortado pero dejandoles sus raices (Figura 8),
obviamente el volumen de solucion utilizada para someter a los microcormos fue mayor que

en los meristemos por el tamafio de los mismos.

Figura 7. Proceso de sometimiento de las plantas completas (microcormos) a la
solucion mutagénica de EMS y su posterior siembra en turba autoclavada:
Inmersidn de los E2 a la solucion mutagénica de EMS (A y B), Exposicion a la
solucion durante los tiempos planteados (C), Escurrimiento de las raices (D),
Siembre de la vitroplantas en turba autoclavada (E y F).
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Figura 8. Proceso de sometimiento de las plantas con su pseudotallo
cortado (microcormos) a la solucién mutagénica de EMS y su
posterior siembra en turba autoclavada: Solucion mutagénica de
EMS (A y B), Inmersion de los E2 en la solucion mutagénica (C),
Exposicion a la solucién durante los tiempos planteados (D, E 'y F),
Escurrimiento de las raices (G), Siembre de la vitroplantas en turba
autoclavada (H).
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Los microcormos sometidos fueron sembrados directamente en turba autoclavada
(esterilizada) dentro de bandejas germinadoras de poliuretano las cuales fueron lavadas y
desinfectadas antes de la siembra de los microcormos, a estos se les reg6 con agua destilada y
se mantuvieron bajo condiciones de vivero, luego se observd consecutivamente su desarrollo.
La toma de datos de la evaluacion se realiz6 a los 30 dias posteriores a la siembra (Figura 7 y
8).

3.9. Porcentaje de sobrevivencia

El nimero de explantes sobrevivientes se evalu6 por conteo a los 30 dias posteriores a la
irradiacion en cada una de las repeticiones de los tratamientos aplicados, resultado que luego
fue transformado a porcentajes de sobrevivencia lo que sirvio para obtener el porcentaje de

mortalidad, datos que se utilizaron para la determinacion de la DLy,

3.10. Determinacion de la dosis letal media (DLsg)

Para la determinacion de la DLsg se realiz6 la agrupacion de los datos de la primera a la
tercera irradiacion que fueron realizadas en Quito y se determino otra DLs, para los datos de la

irradiacion realizada en Aloag, ya que fueron diferentes irradiadores.

Una vez obtenido el porcentaje de mortalidad luego de las evaluaciones a los 30 dias, en
los materiales vegetales utilizados (meristemos apicales y microcormos) que fueron sometidos
a los dos mutagénicos, se determin6 la “Dosis Letal Media” por medio de la trasformacion de
los porcentajes de mortalidad a “Probit” que son unidades de desviacion estandar
incrementadas en cinco con la finalidad de evitar el uso de nimeros negativos, el calculo de la
DLso determind el comportamiento de la variable porcentaje de respuesta de acuerdo con las
variaciones del estimulo (dosis) (Silva, 2003). Antes de la transformacion a Prabit se realizo la
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correccion del porcentaje de mortalidad con valores de 0 y 100 % mediante las siguientes
formulas (Randhawa, 2009):

e Para 0% de mortalidad: 100 (0.25/ n)
e Para 100% de mortalidad: 100 (n-0.25/ n)

Para un mejor entendimiento del calculo de la DL50 nos guiaremos paso a paso con el
siguiente ejemplo, donde se observan los valores de las dosis y porcentajes de mortalidad en
primer lugar.

Dosis (Gy)  Mortalidad (%)

0 62
20 78
40 48
60 82
80 62

100 93

120 100
140 100
160 100
180 100

Paso 1.- Se transformd las dosis a los logaritmos y el porcentaje de mortalidad a valores
Probit segun tablas de transformacion que se muestra en el Anexo 6 (Randhawa, 2009), si los
valores del logaritmo son negativos, se recomienda sumar una unidad (1) a todos los valores,
de modo de trabajar solamente con valores positivos.

Dosis (Gy) Logaritmo de Dosis Mortalidad (%)  Probit
0

0,00 62 3,04
20 1,32 78 5,37
40 1,61 48 5,91
60 1,79 82 4,71
80 1,91 62 6,11
100 2,00 93 5,57
120 2,08 100 6,59
140 2,15 100 6,97
160 2,21 100 6,97
180 2,26 100 6,97
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Paso 2.- Se hizo una regresion lineal (Y=a+bx) entre el logaritmo de las dosis (x) y los
valores probit (y).

y =2,9311 + 1,6661x

Paso 3.- Se estim6 con el modelo calculado el valor para un 50 % de mortalidad. En
unidades probit 50 % corresponde a 5.

5=2,9311 + 1,6661x

5-2,9311

Paso 4.- Se rest6 la unidad sumada

X= (1,24-1)

X=0,24

Paso 5.- se aplico antilogaritmo

X=0,24/antilog
X= 58,32

Paso 6.- en consecuencia se obtuvo

DLso= 58,32 Gy
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La DLso con el ensayo quimico se obtuvo usando la misma metodologia que en los
meristemos a los que se aplicaron rayos gamma. Para la determinacion del tiempo letal medio
en el ensayo con “EMS”, se lo obtuvo mediante la transformacion de los porcentajes de
mortalidad a Probit al igual que en la DLz, pero usando como eje de x el logaritmo de los

tiempos de cada tratamiento (Morales, 2012).

3.11. Multiplicacién del material genético tratado con los mutagénicos fisico y quimico

Luego de la aplicacién de la radiacion gamma y el EMS a los Meristemos apicales, estos
se manejaron separadamente de acuerdo a las dosis en condiciones de laboratorio para su
respectiva multiplicacion in vitro. Luego de la evaluacion a los 30 dias de los explantes
sometidos a los mutageénicos, se cortaron de forma longitudinal con el bisturi en dos partes,
empezando asi el primer repique del meristemo, el corte longitudinal se hace para romper la
dominancia apical y activar las yemas axilares del explante y asi obtener la mayor cantidad de
brotes posibles por meristemo, una vez realizado el primer corte se los sembrd en un medio de
multiplicacién, se utiliz6 en primera instancia medio liquido, luego se lo cambio por medio
semi-sélido donde se obtuvieron los mejores resultados, por la disminucién en la oxidacién y
produccion de fenoles, factor que estaba afectando el desarrollo de los explantes, al cual se le
adiciond una mayor concentracion de citoquininas, ya que el estimulo para la brotacion masiva
de los apices utilizados en la propagacion de banano, ha sido generalmente proporcionado por

estas, principalmente 6-BAP (Rodriguez, 2000).

Se planifico realizar 4 pases de multiplicacion; sin embrago, por falta de material para
llegar al objetivo planteado se realizaron méas pases de multiplicacion. El proceso de
multiplicacion de estos explantes fue el mismo que se utilizé en la multiplicacion sin

tratamiento mutagénico, el cual se detalla en el item 3.6.3.
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Figura 9. Explantes regenerados y diseccién de los mismos para su
propagacion y siembra en medio semi-solido: Explantes regenerados
(A), Explantes regenerados puestos sobre papel estéril dentro de la
camara de flujo laminar (B), Repique del E1 (C), Explantes
multiplicados sembrados en medio semi-solido (D).

3.12. Regeneracion y enraizamiento

El proceso de regeneracion de los explantes durd aproximadamente 3 a 4 semanas,
cuando se observo que los explantes alcanzaron una altura de 2 a 3 cm, se procedid al
enraizamiento de estas vitroplantas. Una vez obtenido el nimero de plantas deseado en la
etapa de multiplicacion, se procedié a enraizarlos. Para esto se separaron los explantes que
alcanzaron el tamafio indicado (3-5 cm) y se sembraron independientemente en un nuevo
medio de cultivo con mayor concentracion de auxinas las cuales inducen el enraizamiento (5
mg de AIA/L), los explantes mas pequefios continuaron su multiplicacion. Al medio de cultivo
(MS) de enraizamiento se adicioné carbén activado (Florio, De Real & Mogollén, 2010), 200

mg/L para ayudar a la rizogénesis y controlar la oxidacion (Figura 10).
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Figura 10. Vitroplantulas enraizadas sembradas en medio (MS)
semi-solido adicionado con carb6n activado: Vitroplantulas
sembrada en medio de cultivo de enraizamiento con raices poco
desarrolladas (A), vitroplantas con raices mas desarrolladas (B-C).
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3.13. Aclimatacion de vitroplantas en condiciones de vivero

La aclimatacion se realizd una vez que se observo un buen desarrollo de raices y las
vitro plantas alcanzaron como minimo una altura de 7 cm, con 2 hojas bien desarrolladas
(alrededor de las 2 a 3 semanas), entonces estuvieron listas para su aclimatacion. Estas
plantulas fueron extraidas de los frascos evitando dafar sus raices, y se les lavaron con agua
de la llave los residuos de medio de cultivo, para evitar el desarrollo de patdégenos que
colonicen a la planta una vez sembrada. Las plantulas se sembraron en un sustrato estéril
(turba) ya que son muy delicadas, y se ubicaron en bandejas germinadoras de poliuretano,

antes de sembrarlas se sumergieron en una solucion de benomil 1,5 g/L de solucion.

Una vez sembradas, durante las dos primeras semanas se ubicaron en una camara
hdimeda donde la humedad relativa se mantenia entre (90-100 %), para evitar la recepcion
directa de los rayos solares ya que la cuticula de las hojas no se encontraba desarrollada,
evitando la deshidratacién y por ende su muerte, fue necesario aplicar una solucion de macro y
micronutrientes cada 2 dias para nutrirlas ya que sus hojas no fueron totalmente funcionales,
se fue controlando visualmente el desarrollo de las plantas y asi se detect6 si fue necesario
bajar la humedad relativa para mantenerlas con riegos diarios (2/d) que eviten su
deshidratacién, el tiempo estimado que se mantuvieron estas plantas en las bandejas fue de 4
semanas. Cuando se observo que las plantas alcanzaron una altura de 10 a 15 cm y un
desarrollo de hojas totalmente funcionales se cambiaron a fundas de polietileno con tamo,
turba y tierra en proporciones de 30-30-40, se mantuvieron en condiciones de vivero hasta
completar 30 dias maés, en total entre aclimatacién se llevé un tiempo de 2 meses
aproximadamente donde las plantas estuvieron listas para ser inoculadas con los tratamientos
para identificacion de mutantes tolerantes o resistentes a Sigatoka negra. Durante este proceso
se debié manejar una buena fertilizacion, en la Figura 11 y 12 se puede observar todo el

proceso.

46



il &

Figura 11. Proceso de aclimatacion de vitroplantas: Lavado de
los restos de medio en la vitroplantulas (A, B y C), Inmersion
de vitroplantulas en solucion de Benomil y ubicacién en
bandejas (D y E), Siembra en turba autoclavada (F),
Vitroplantulas sembradas en turba ubicadas en camara himeda
(G), Control de humedad relativa y temperatura con
higrotermémetro (H).
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Figura 12. Vitroplantas en fase de aclimatacién: Vitroplantas sembradas
en fundas con tierra, turba y tamo, rusificandose (A - B).

3.14. Reaccion a Mycosphaerella fijiensis, Morelet en vitroplantas de vivero

Para evaluar la reaccion de las plantas tratadas con los mutagénicos se debid inducir la
enfermedad “Sigatoka negra” mediante la inoculacion, utilizando suspensiones miceliales del
hongo aislado en el laboratorio de Fitopatologia de la E.E.L.S. de I.N.I.A.P., en condiciones de
vivero. Una vez cumplido el ciclo de vida de la enfermedad y habiendo evaluado las plantas se
identificaron las mas tolerantes.
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3.14.1. Preparacion del indculo de M. fijiensis

Para la inoculacion de las vitroplantas, primero se realizo el proceso para obtener la
solucion micelial, el cual empez6 con la colecta de material foliar enfermo con Sigatoka negra
en estadio 6 segun la escala de Fouré, que fue preparado para la descarga de las ascosporas de
Mycosphaerella fijiensis, Morelet sobre agar agua y luego fueron aisladas independientemente
(cultivo monosporico) y se las inoculd en medio PDA para el desarrollo de colonias, todo el
procedimiento se explica en el Anexo 7 de acuerdo al protocolo usado por Cedefio (2010).

Una vez obtenidas las colonias, estas se multiplicaron en medio V8 liquido. Se separaron
del liquido a través de cuatro capas de gazas estériles, se maceraron en un mortero con agua
destilada estéril + Tween 20 (50 uL de Tween 20 en 100 mL de agua destilada estéril), se
agitaron en vortex y se volvio a filtrar a través de dos capas de gaza. Asi mismo la
concentracion se determind con un hemocitémetro de Neubauer ajustandose para esta prueba a
2,06 x 10° fragmentos de micelio/ml. Finalmente se agregd gelatina (1 %) a la suspensién

para que se adhiera mejor a la superficie de las hojas en el momento de la inoculacion.

3.14.2. Inoculacion y evaluacion de la reaccion a M. fijiensis en las vitroplantas

Luego de la regeneracion de las vitroplantas, enraizamiento, aclimatacion y rusificacion
en el vivero, se construyd una cdmara de inoculacion para mantener la humedad relativa
constante y la temperatura ideal para el desarrollo de la enfermedad en las hojas de las plantas.
En el interior de la camara se hizo la inoculacion de todas plantas sometidas a los agentes
mutagénicos, aplicando la suspension micelial obtenida de M. fijiensis, con el uso de una
bomba de CO, mediante dispersion por presion de dicha suspension sobre las vitroplantas de
banano cv. Williams, de esta manera las plantas se sometieron a una alta presion de inéculo
para que se exprese la enfermedad con mas severidad y poder identificar las plantas con mejor

comportamiento hacia la Sigatoka negra.
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En cada una de las plantas se evalud el desarrollo y evolucion de pizcas de Sigatoka de
acuerdo a la escala de Fouré (1994), que describe cada uno de los grados biologicos de esta
enfermedad que van del 1 hasta el 6, para la deteccion de mutantes con tolerancia o resistencia
a Sigatoka negra. Luego de la inoculacion de las plantas se evaluo la incidencia y severidad de
la enfermedad mediante el método de Stover modificada por Ghaul, esta escala posee 6
grados, por medio de los cuales se estima visualmente el &rea total cubierta por todos los
sintomas de la enfermedad en cada hoja de las plantas proximas a la floracion, para este
método se toman en cuenta todas las hojas presentes, excepto las hojas banderas y las hojas

agobiadas.

3.14.3. Determinacion del porcentaje ponderado de infeccion (PPI)

La metodologia que se uso para la determinacion del PPI fue la sugerida por Almoddévar

& Diaz (2007) y se explica a continuacion:

1) Se toma una muestra de 5 plantas proximas a la florecida (en este caso se tomaron

todas las plantas para la evaluacion).

2) En cada planta se procedi6 con el conteo y numeracion del total de hojas presentes.
Este conteo se realiz6 de arriba hacia abajo alternando pares e impares a partir de las hojas 1 y
2. La hoja mas cercana a la hoja bandera se considerd la hoja N° 1. En el caso de plantas aun
sin florecer, se considera hoja nimero uno, la Gltima hoja emitida que esté al menos 2/3

desplegada.

3) Se determind la hoja més joven enferma (HMJE). Esta es la primera hoja contando de

arriba hacia abajo que tiene por lo menos 10 manchas (Grado 1).

4) A partir de la HMJE se estim0 visualmente el area cubierta por manchas de Sigatoka

negra en cada hoja y se determind el grado de infeccion de acuerdo a la escala del 1-6.
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5) ElI numero de hojas por planta (H/P) promedio se obtuvo contando el total de hojas y
dividiendo entre el total de plantas evaluadas (P).

6) El porcentaje de hojas infectadas por grado, se obtuvo dividiendo el nimero total de

hojas en cada grado (NHGI) entre el nimero total de hojas y multiplicando por 100, como se

describe a continuacion.

% Hojas Infectadas por Grado = numero total de hojas en cada grado x 100

numero total de hojas

7) El porcentaje total de hojas infectadas se obtuvo de sumar el valor de todos los grados

del primero al sexto.
8) Para calcular el Promedio Ponderado de Infeccidén se multiplico el porcentaje de hojas

de cada grado por el correspondiente valor del grado en la escala de Stover modificada (1-6),

cada resultado se suma y el total se divide entre 100 como se puede observar a continuacion.

Promedio Ponderado de Infeccion (PPI) - SUMA de (% Hojas en cada grado x grado respectivo)

100
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Cuadro 9. Formato para evaluacién mediante la escala de Stover modificada por Ghaul y obtener el célculo del
Numero de hojas por planta (H/P), Hoja mas joven enferma (HMJE), y el Promedio ponderado de infeccion (PPI).

NUmero o posicién de la hoja N°de | HMJE | N°de Hojas por Grados de
Dosis | Cddigo | Planta H/P Severidad (NGHI)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0O 1 2 3 4 5 6
Totales
. . - Promed.
El nimero en cada encasillado indica el grado de

infeccion que posee cada hoja en la escala de 0 a 6 % de hoja/grado

(Escala de Stover modificada por Ghaul)

Promedio ponderado de

infeccion (PPI)

Fuente: Almodévar.
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3.14.4. Seleccion de plantas de menor reaccion a M. fijiensis

Con los datos obtenidos en la evaluacion aplicando el método de Stover modificado por
Ghaul (1989) se logré calcular el Promedio Ponderado de Infeccion (PPI) de cada planta ya

que mediante este se puede determinar la severidad de la enfermedad en la plantacion.

3.15. Variables evaluadas

3.15.1. Promedio ponderado de infeccion

Para llegar a la determinacion de esta variable se calcularon varios parametros los cuales se

explicaron més detalladamente en el item 3.14.3., a continuacion se los menciona:
Hoja mas joven enferma (HMJE).

Numero de hojas por planta (H/P).

Porcentaje de hojas infectadas por grado (% de hoja/grado).
Ndmero total de hojas en cada grado (NHGI).

Porcentaje total de hojas infectadas (% hojas infectadas).

Promedio Ponderado de Infeccion (PPI).

Una vez obtenido el PPI de cada planta se agruparon para ser sometidos al analisis de varianza

y poder conocer la significancia estadistica en base al siguiente esquema:

53



Cuadro 10. Andeva del Promedio Ponderado de Infeccion (PPI)

Fuente de variacion Grados de Libertad
Tratamientos 16
Repeticiones 2
Error experimental 32
Total 50

Los promedios de los resultados se compararon entre si con la prueba de Tukey al 5 % de
significancia, con la finalidad de conocer la diferencia estadistica entre tratamientos.

3.15.2. Deteccion de variantes fenotipicas

Se realizd la deteccion de plantas con cambios en su estructura fisica (variacion
fenotipica), donde se observa grupos de plantas con caracteristicas diferentes, se las identifico

por dosis y tipo de variacion y se contabiliz6 el nimero de plantas por cada dosis.

3.15.3. Contenido de clorofila en vitroplantas

Para la determinacion de esta variable, previo a la inoculacion de las vitroplantas se
realiz6 una medicién del contenido de clorofila en la hojas y otra medicion a los 78 dias,
utilizando un medidor de clorofila (SPAD-502Plus) que cuantifica la cantidad relativa
presente de esta sustancia, midiendo la absorbancia de la hoja a dos longitudes de onda
(Konica, sf), y de esta forma conocer si hay una relacion entre el efecto del ataque del hongo

una vez desarrollados los sintomas y la disminucién en el contenido de clorofila en las hojas.

Los datos obtenidos de la mediacion inicial y final se sometieron al andlisis de varianza

de forma independiente para conocer la significancia estadistica en base al siguiente esquema:
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Cuadro 11. Andeva del contenido de clorofila en las hojas de las plantas a las que se les
aplicaron los mutagénicos.

Fuente de variacion Grados de Libertad
Tratamientos 15

Repeticiones 4

Error experimental 60

Total 79

Los promedios de los resultados se compararon entre si con la prueba de Tukey al 5 % de
significancia, con la finalidad de conocer la diferencia estadistica entre tratamientos y hacer
una comparacion entre el analisis inicial y el final del contenido de clorofila.

3.16. Disefio experimental

Se realizaron 5 ensayos aplicando los agentes mutagénicos, que sirvieron para la
determinacion del porcentaje de sobrevivencia, donde se utilizaron para el primer experimento
18 tratamientos con 5 repeticiones, en el segundo 16 y 5 repeticiones, en el tercero 10 y 10
repeticiones, en el cuarto 20 y 3 repeticiones. Finalmente para el quinto ensayo se realizaron
14 tratamientos con 3 repeticiones y dos tiempos de inmersién de los explantes en el
mutagénico. Todos los ensayos con sus respectivos tratamientos fueron distribuidos en un

Disefio Completamente al Azar DCA en arreglo factorial AxB.
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3.17. Andlisis de varianza en cada ensayo

Cuadro 12. Andeva del ensayo 1 o primera irradiacion.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 17
Mutagénico (A) 1
Explante (B) 1
Interacciones AxB 1
Repeticiones 4
Error experimental 70
Total 89

Cuadro 13. Andeva del ensayo 2 o segunda irradiacion.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 15
Mutagénico (A) 1
Explante (B) 1
Interacciones AxB
Repeticiones 4
Error experimental 62
Total 79
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Cuadro 14. Andeva del ensayo 3 o tercera irradiacion.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 9
Mutageénico (A) 1
Explante (B) 1
Interacciones AxB 1
Repeticiones 9
Error experimental 83
Total 99

Cuadro 15. Andeva del ensayo 4 o cuarta irradiacion.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 19
Mutageénico (A) 1
Explante (B) 1
Interacciones AxB 1
Repeticiones 2
Error experimental 38
Total 59

57



Cuadro 16. Andeva del ensayo 5 o del mutagénico quimico EMS.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 13
Mutageénico (A) 1
Explante (B) 1
Tiempo (C) 1
Interacciones AxBxC 1
Repeticiones 2
Error experimental 26
Total 41

3.18. Analisis funcional
Las medias de los resultados fueron transformados enraizde +x+1 y se compararon

entre si con la prueba de Tukey al 5% de significancia, con la finalidad de conocer la

diferencia estadistica entre tratamientos.
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4. RESULTADOS

4.1.  Multiplicacion in vitro por meristemos apicales

4.1.1. Colecta de hijuelos

La colecta realizada fue exitosa ya que se colectaron un nimero de 144 colinos que fueron
transportados a la EELS del INIAP para el establecimiento de sus meristemos apicales a

condiciones in vitro.

4.1.2. Introduccién de los meristemos apicales al laboratorio

El nimero de meristemos establecidos en la primera colecta fue de 82, de los cuales
sobrevivieron 31 explantes que representan el 37,80 % de los explantes introducidos, con un
62,20 % de contaminacion, en el Cuadro 17 se puede observar los datos obtenidos, de

sobrevivencia y contaminacion.

Los meristemos introducidos en la segunda colecta fueron un namero de 62, de los cuales
sobrevivieron 42 explantes que representan el 67,64 % de los explantes introducidos, con un
32,25 % de contaminacion. Se extrajeron y se sembraron los meristemos (domo

meristematico) identificados en el Cuadro 18, los que se regeneraron sin problemas.

La contaminacion fue alta, por lo tanto se aument6 la concentracion del cloro vy el

tiempo a 4 % durante 20 minutos (Ortega , 2010).
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Cuadro 17. Lista de meristemos apicales introducidos en la primera colecta

Meristemos apicales en etapa de establecimiento.

Codigo Fecha de siembra Fecha de contaminacion Patdgeno
1 14/12/2011 20/12/2011 Hongo
2 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
3 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
4 14/12/2011 Ll Vivo
5 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
6 14/12/2011 03/01/2012 Bacteria
7 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
8 14/12/2011 Vivo
9 14/12/2012 Vivo
10 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
11 14/12/2012 L Vivo
12 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
13 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
14 14/12/2011 Vivo
15 14/12/2012 Vivo
16 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
17 14/12/2011 03/01/2012 Bacteria
18 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
19 14/12/2011. Bacteria
20 14/12/2012 Vivo
21 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
22 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
23 14/12/2012. Bacteria
24 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
25 14/12/2011 20/12/2011 Hongo
26 14/12/2012 Vivo
27 14/12/2011 20/12/2011 Bacteria
28 14/12/2011 Ll Vivo
29 14/12/2012. Ll Vivo
30 14/12/2011 Ll Vivo
31 14/12/2012 Vivo
32 14/12/2011 26/12/2011 Bacteria
33 15/12/2011 Vivo
34 15/12/2011 26/12/2011 Bacteria
35 15/12/2011 20/12/2011 Bacteria
36 15/12/2011 26/12/2011 Bacteria
37 15/12/2011 20/12/2011 Bacteria
38 15/12/2011 20/12/2011 Hongo
39 15/12/2012 Vivo
40 15/12/2011 03/07/2012 Bacteria
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
15/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
19/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011
20/12/2011

20/12/2011
20/12/2011

26/12/2011
26/12/2011
26/12/2011

26/12/2011
20/12/2011

20/12/2011

03/01/2012
26/12/2011

03/01/2012

03/01/2012

03/01/2012
26/12/2011
26/12/2011
03/01/2012
03/01/2012
26/12/2011

26/12/2011
03/01/2012
03/01/2012

Vivo
Hongo
Vivo
Hongo
Bacteria
Vivo
Hongo
Vivo
Bacteria
Hongo
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria-Hongo
Vivo
Vivo
Vivo
Bacteria
Hongo
Vivo
Bacteria
Vivo
Vivo
Bacteria
Vivo
Vivo
Bacteria
Bacteria
Hongo
Bacteria
Vivo
Bacteria
Bacteria
Vivo
Bacteria
Vivo
Hongo
Vivo
Vivo
Hongo
Bacteria
Bacteria
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Cuadro 18. Lista de meristemos apicales introducidos en la segunda colecta

Caddigo Fecha de siembra Fecha de contaminacién Patégeno
1 18/03/2012 BACTERIA
2 18/03/2012 Vivo
3 18/03/2012 Vivo
4 18/03/2012 Vivo
5 18/03/2012 05/05/2012 HONGO
6 18/03/2012 25/04/2012 HONGO
7 18/03/2012 Vivo
8 18/03/2012 Vivo
9 18/03/2012 Vivo
10 18/03/2012 Vivo
11 18/03/2012 Vivo
12 18/03/2012 SC
13 19/03/2012 Vivo
14 19/03/2012 SC
15 19/03/2012 Vivo
16 19/03/2012 Vivo
17 19/03/2012 Vivo
18 19/03/2012 Vivo
19 19/03/2012 Vivo
20 19/03/2012 03/05/2012 HONGO
21 19/03/2012 Vivo
22 19/03/2012 Vivo
23 19/03/2012 Vivo
24 19/03/2012 Vivo
25 19/03/2012 Vivo
26 19/03/2012 Vivo
27 19/03/2012 Vivo
28 19/03/2012 Vivo
29 19/03/2012 Vivo
30 19/03/2012 03/05/2012 HONGO
31 19/03/2012 Vivo
32 19/03/2012
33 19/03/2012 Vivo
34 19/03/2012 Vivo
35 19/03/2012 Vivo
36 19/03/2012 SC
37 20/03/2012 HONGO
38 20/03/2012 SC
39 20/03/2012 Vivo
40 20/03/2012 Vivo
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41 20/03/2012 Vivo

42 20/03/2012 Vivo
43 20/03/2012 Vivo
44 20/03/2012 Vivo
45 20/03/2012 SC
46 21/03/2012 Vivo
47 21/03/2012 Vivo
48 22/03/2012 HONGO
49 22/03/2012 24/04/2012 HONGO
50 22/03/2012 SC
51 22/03/2012 Vivo
52 22/03/2012 SC
53 22/03/2012 Vivo
54 22/03/2012 HONGO
55 22/03/2012 SC
56 22/03/2012 SC
57 22/03/2012 HONGO
58 22/03/2012 Vivo
59 22/03/2012 Vivo
60 22/03/2012 Vivo
61 22/03/2012 Vivo
62 22/03/2012 Vivo

SC: Sin crecimiento

4.1.3. Multiplicacion del material genético (explantes)

Una vez que los meristemos apicales establecidos ya se regeneraron sin contaminarse,
estos se propagaron y se mantuvieron en reserva para las pruebas con los mutagénicos, el
namero de explantes fue de 73 en total entre la primera y la segunda colecta, aplicando al
medio de cultivo una concentracion de 5 mg/L de BAP ya que, segin Rodriguez (1994) citado
por Rodriguez (2000), inducen el desarrollo de brotes de las yemas axilares. Segin Angarita &
Perea (1984 ) de cada meristemo introducido se pueden obtener hasta 15.000.000 de plantas
por afio a partir de 1 meristemo, por lo tanto se procedié a multiplicar los meristemos

sobrevivientes en el medio con las caracteristicas ya mencionadas.
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4.2. Obtencion de microcormos a partir de plantas de vivero

4.2.1. Adquisicion de vitroplantas de vivero

El nimero de plantas adquiridas en SEBIOCA y AGRIPAC fue de 450 en la primera
irradiacion, 400 para la segunda irradiacion, 500 para la tercera irradiacion, 1500 para la

Cuarta.

4.2.2. Preparacion de las vitroplantas para la obtencion de microcormos e

implementacion de las pruebas de germinacion

Los valores de germinacion se registran en el Cuadro 19, el andlisis de varianza presentd
mayor diferencia significativa en la prueba 1 con un valor de 4,17 %, seguido por la prueba 2

con 2,9 % y luego la prueba 3 con 2,6 % plantas germinadas.

Los microcormos grandes presentaron alta significancia con un valor de 4,8 % en

comparacion con los medianos con 2,8 % y pequefios con 2,1 %.

En la interaccion entre pruebas y tamafio presentaron igual significancia 1, 2 y 3 con
microcormos grandes con valores de germinacion de 4,5; 5,00 y 5,00 %; y la prueba 1 con
microcormos medianos y prueba 1 con microcormos pequefios con 4,00 y 4,00 % plantas
germinadas respectivamente. En las pruebas 2 y 3 con microcormos medianos se encontro
valores de 2,75 y 1,75 % respectivamente alejandose de los primeros resultados. Los valores
que presentaron la menor germinacion fueron las pruebas 3 y 2 con microcormos pequefios
con valores de 1,25 y 1 % respectivamente. De acuerdo a los resultados las pruebas, la 1
presento mejor germinacion, el tamafio de los microcormos con mejor germinacion fueron los
grandes, pero en la interaccion entre prueba y tamafio de los microcormos los que presentaron
las mayor significancia estadistica fueron en la prueba 2 y 3 con los microcormos de tamario

grande.

64



Cuadro 19. Pruebas de germinacion en microcormos de banano para la seleccion del
tamafo adecuado en los experimentos con los mutagénicos

% Plantas
Pruebas Tamano/Microcormos germinadas
1 4,17 a
2 2,92b
3 2,67c¢C
Grande 4,83 a
Mediano 2,83 b
Pequerio 2,08 ¢
2 Grande 5,00a
3 Grande 5,00 a
1 Grande 4,5a
1 Mediano 4ab
1 Pequefio 4ab
2 Mediano 2,75bc
3 Mediano 1,75cd
3 Pequefio 1,25cd
2 Pequefio 1d
Promedio general 3,25
Factor A (Pruebas) *
Significancia estadistica Factor B (Tamafio Microcormo) *
Interaccion AxB *
Coeficiente de variacion 22,21 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segin la prueba de Tukey al 5 % de
significancia. * = significativo. Ns: no significante

En la Figura 13 se explica graficamente el porcentaje de brotacion en cada una de las
pruebas con los diferentes tamafios de los microcormos donde se puede observar que los
microcormos grandes son los que presentan mayor brotacion, en la Figura 14, 15 y 16 se

observan las pruebas en campo.
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Tamaiio de microcormo por prueba
Figura 13. Porcentaje de brotacion en microcormos de banano "Williams" Se detallan

las 3 pruebas realizadas con los 3 tamafios utilizados, donde se puede observar que en
todas las pruebas con los microcormos grades hay mayor homogeneidad.

Figura 14. Prueba 1 con microcormos recién sembrados (A), Prueba 1 con microcormos
sembrados a los 7 dias (B).
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Figura 15. Prueba 2 con microcormos recién sembrados (A), Prueba 2 con microcormos
sembrados a los 7 dias (B).

Figura 16. Prueba 3 con microcormos recién sembrados (A), Prueba 3 con microcormos
sembrados a los 7 dias (B).
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4.3. Aplicacion de los tratamientos mutagénicos

4.3.1. Mutagénico fisico (rayos gamma)

Como ya se menciond se realizaron 3 irradiaciones en el irradiador de la escuela
Politécnica Nacional de Quito y 1 irradiaciéon en la Direccion Nacional de Investigacion y
Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energia Renovable de manera exitosa

en los dos tipos de explantes utilizados en la investigacion con las dosis ya mencionadas.

Como se observa en el Cuadro 20 en la primera irradiacion el control (0 Gy) fue el que
presento la mayor significancia con un valor de sobrevivencia de 2,97 %, el resto de dosis

presentaron el mismo nivel de sobrevivencia.

Los explantes que presentaron la mas alta significancia estadistica, fueron los
meristemos apicales con 1,7 % con la mayor sobrevivencia, a diferencia de los microcormos

con 1,4 %.

En la interaccion entre dosis y explantes los controles (0 Gy) de los meristemos apicales
fueron los que presentaron mayor significancia con 4,5 %, el resto de dosis con los
meristemos y microcormos presentaron la misma significancia con un valor de 1,4 %, sin

presentar sobrevivencia.
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Cuadro 20. Primera irradiacion de meristemos apicales y microcormos

Sobrevivencia de

Dosis Gy Explantes explantes (%)

0 2,97 a
50 141b
100 141b
150 141b
200 141b
250 141b
300 141b
350 141b
500 141b
Meristemos 1,76 a
Microcormos 141b
0 Meristemos 453a
0 Microcormos 141b
50 Meristemos 141b
100 Meristemos 141b
150 Meristemos 141b
200 Meristemos 141b
250 Meristemos 141b
300 Meristemos 141b
350 Meristemos 141b
500 Meristemos 141b
50 Microcormos 141b
100 Microcormos 141b
150 Microcormos 141b
200 Microcormos 141b
250 Microcormos 141b
300 Microcormos 141b
350 Microcormos 141b
500 Microcormos 141b

Promedio general 1,58

Significancia estadistica Factor A
(Mutageénico) Ns
Factor B (Explante) *
Interaccion AxB *

Coeficiente de variacion 3,71 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segin la prueba de
Tukey al 5 % de significancia. * = significativo. Ns: no significante.
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En el Cuadro 21 se aprecia la segunda irradiacion, el control (0 Gy), las dosis de 20 y 40
Gy presentaron la misma significancia con valores de sobrevivencia de 2,67; 2,44 y 2,32 %;
respectivamente, siendo estas dosis donde se presentaron las mayores. Las dosis de 60 y 80 Gy
presentaron valores de 1,75 y 1,57 % respectivamente, presentando niveles de sobrevivencia
menor, las dosis de 100, 120 y 140 Gy presentaron igual significancia con valores de 1,41;
1,47 y 1,41 % respectivamente y fueron los que estuvieron mas alejados de las primeras dosis

mas significativas presentando la menor sobrevivencia.

En los explantes, los meristemos apicales presentaron la mayor diferencia estadistica con
3,35 % siendo estos los de mayor sobrevivencia en comparacién con los microcormos que

obtuvieron un valor de 1,41 %.

En la interaccion entre dosis y explantes el control (0 Gy), las dosis de 20 y 40 Gy con
los meristemos apicales presentaron la misma significancia con valores de 3,92; 3,47 y 3,24 %
respectivamente, siendo estas dosis donde se presentd la mayor sobrevivencia. En las dosis de
60, 80, 100 y 120 Gy en meristemos apicales la significancia fue igual con valores de 2,09;
1,73; 1,41 y 1,53 % respectivamente; presentando niveles de sobrevivencia menor a las antes
mencionadas. Dosis de 140 Gy con meristemos apicales y todas las dosis aplicadas en
microcormos presentaron igual significancia con valores de 1,41 % en todas estas, dando la

menor sobrevivencia.
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Cuadro 21. Segunda irradiacién de meristemos apicales y microcormos

Sobrevivencia de

Dosis Gy Explantes explantes (%)
0 2,67 a
20 2,44 ab
40 2,32abc
60 1,75bcd
80 157bcd
100 1,41d
120 147cd
140 1,41d
Meristemos 2,35a
Microcormos 141D
0 Meristemos 3,92a
20 Meristemos 3,47 ab
40 Meristemos 3,24ab
60 Meristemos 2,09bc
80 Meristemos 1,73 ¢
120 Meristemos 153¢c
100 Meristemos 1l41c
140 Meristemos 141c
0 Microcormos 141c
20 Microcormos 141c
40 Microcormos l41c
60 Microcormos 141c
80 Microcormos 141c
100 Microcormos 141c
120 Microcormos 141c
140 Microcormos 141c
Promedio general 1,58
Significancia Factor A (Mutagénico) *
estadistica Factor B (Explante) *
Interaccion AxB *
Coeficiente de variacion 32,98 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segin la prueba
de Tukey al 5 % de significancia. * = significativo. Ns: no significante.
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En el Cuadro 22 se muestra la tercera irradiacion, el control (0 Gy) y la dosis de 40 Gy
obtuvieron igual significancia con valores de 3,05 y 2,55 % respectivamente, teniendo mayor
sobrevivencia, las dosis de 50, 60 y 70 Gy mostraron igual significancia, con valores de 2,18;

2,1y 1,97 % respectivamente, presentando indices de sobrevivencia parecidos.

Los explantes presentaron diferencia estadistica, siendo los meristemos apicales con
3,33 % los que tuvieron mayor sobrevivencia a diferencia de los microcormos con 1,41 %

donde no existi6 sobrevivencia.

La interaccion entre dosis y explantes tuvo en el control (0 Gy) y la dosis de 40 Gy con
los meristemos apicales igual significancia con 4,69 y 3,69 % que respectivamente, teniendo
mayor sobrevivencia. Dosis de 50, 60 y 70 Gy en los meristemos apicales resultaron con la
misma significancia con valores de 2,96; 2,78 y 2,53 % en estas la sobrevivencia fue mas baja;
el resto de dosis con microcormos presentaron igual significancia con 1,41 % en todas las

dosis y el mismo indice de sobrevivencia.

Cuadro 22. Tercera irradiacion de meristemos apicales y microcormos

Dosis Gy Explantes Sobrevivencia de
explantes (%)

0 3,05a

40 255ab

50 2,18 b

60 2,1b

70 197b
Meristemos 3,33 a
Microcormos 1,41b

0 Meristemos 4,69 a

40 Meristemos 3,69ab

50 Meristemos 2,96 bc

60 Meristemos 2,718bc

70 Meristemos 2,53¢c
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0 Microcormos 1,41d

40 Microcormos 1,41d
50 Microcormos 1,41d
60 Microcormos 141d
70 Microcormos 1,41d
Promedio 2,37
Significancia Factor A (Mutageénico) *
Factor B (Explante) *
Interaccién AxB *
Coeficiente de variacion 29,83 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segin la prueba de Tukey
al 5 % de significancia. * = significativo. Ns: no significante.

En el Cuadro 23 se observa la cuarta irradiacién, el control (0 Gy) junto con las dosis de
20, 60 y 100 Gy tuvieron la misma significancia con valores de 2,44; 1,88; 2,02 y 1,85 %
respectivamente, obteniéndose los mayores valores de sobrevivencia. Las dosis de 40, 80, 120,
140, 160 y 180 Gy, dieron igual significancia estadistica con valores de 1,72; 1,65; 1,51; 1,41,
1,41y 1,41 % respectivamente, donde la sobrevivencia fue mucho mas baja.

Con respecto a los explantes la mayor diferencia estadistica la presentaron los
meristemos apicales con 2,05 % en relacion a los microcormos con 1,41 % que no presentaron

sobrevivencia.

En la interaccion entre dosis y explantes, el control (0 Gy) y la dosis de 60 Gy con los
meristemos apicales fueron los que presentaron mayor significancia con valores de 3,46 y 2,64
%. Dosis de 20, 40, 80 y 100 Gy en meristemos apicales también presentaron igual
significancia con sobrevivencia mas baja, y en las dosis de 120, 140, 160 y 180 Gy con los
meristemos apicales valores de 1,61; 1,41; 1,41; 1,41 % respectivamente, encontrandose una

minima sobrevivencia en la dosis de 120.
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Cuadro 23. Cuarta irradiacion de meristemos apicales y microcormos

Dosis Gy Explantes Sobrevivencia de
0 2,44 a
20 1,88ab
60 2,02ab
100 1,85ab
40 1,72 b
80 1,65b
120 151b
140 141b
160 141b
180 141b
Meristemos 2,05a
Microcormos 141b
0 Meristemos 3,46 a
60 Meristemos 2,64ab
20 Meristemos 2,36bc
40 Meristemos 2,03bc
80 Meristemos 188bc
100 Meristemos 2,29bc
120 Meristemos 161c
140 Meristemos 1l41c
160 Meristemos 141c
180 Meristemos 141c
0 Microcormos 141c
20 Microcormos 141c
40 Microcormos 141c
60 Microcormos 141c
80 Microcormos 141c
100 Microcormos 141c
120 Microcormos 141c
140 Microcormos 141c
160 Microcormos 141c
180 Microcormos 141c
Promedio general 1,72
Significancia Factor A (Mutagenico) *
Factor B (Explante) *
Interaccion AxB *
Coeficiente de 18,52 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segln la prueba de Tukey al
5 % de significancia. * = significativo. Ns: no significante.
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4.3.1.1. Meristemos apicales

Al finalizar las irradiaciones, se trasladaron de regreso los materiales irradiados y
fueron sembrados en medio de cultivo y mantenidos bajo condiciones in vitro observandose a
los 30 dias variaciones en su indice de sobrevivencia, a medida que se aumentd la dosis de
irradiacion la sobrevivencia bajo, pudiéndose determinar que la méxima dosis que resisten los
explantes del cultivar Williams es de 120 Gy con una sobrevivencia minima, al sobrepasar

esta dosis la mortalidad es total.

4.3.1.2. Microcormos

En todos los ensayo la aplicacion de radiacion fue mortal para los explantes, se
determiné que en estas condiciones no hay desarrollo, en efecto ninguno de los microcormos

sobrevivieron.

4.3.2. Mutagénico quimico

La mayor significancia se observo en el control (0 %) con un valor de 3,46 %,
presentando la mas alta sobrevivencia, las dosis de 0.5, 1 y 2 % mostraron la misma
significancia con valores de 2,25; 2,39 y 2,06 % respectivamente presentando una

sobrevivencia mas baja en relacién al control (Cuadro 24).

En los explantes, la mayor significancia la presentaron los meristemos apicales con

2,74 % presentando el mayor porcentaje de sobrevivencia 'y 2,08 % en microcormos.
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En los tiempos los controles fueron los que presentaron la mayor significancia con 3,46
%, en relacion a los tiempos de 3 y 6 horas que presentaron similar significancia con valores
de 2,33y 2,14 %.

En la interaccion entre dosis x explante los controles de los meristemos apicales y de
los microcormos junto con las dosis de 0,5; 1y 2 % en los meristemos apicales presentaron la
misma significancia con los siguientes valores 3,46; 3,46; 2,78; 284 y 223 %
respectivamente. Las dosis de 0,5; 1 y 2 % en microcormos presentaron valores mas bajos
pero iguales en significancia entre si con 1,72; 1,95 y 1,89 % respectivamente.

En la interaccion dosis x tiempo X explante, los controles en meristemos apicales y
microcormos fueron iguales que las dosis de 0,5; 1 y 2 % durante 3 horas en meristemos
apicales con valores de 3,46; 3,46; 2,78; 2,78 y 3,31 % respectivamente. Dosis de 0,5; 1y 2 %
durante 6 horas en meristemos apicales con valores de 2,37; 2,78 y 1,69 % respectivamente y
también al igual que las dosis de 2 % durante 6 horas en microcormos, 1y 2 % durante 3 horas
en microcormos y 0,5 % durante 6 horas en microcormos con sus respectivos valores de 2,38;

2,03; 2,28 y 1,62 %); todos estos valores presentaron la misma significancia.
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Cuadro 24. Tratamiento quimico en meristemos apicales y microcormos

Sobrevivencia de

Dosis % Tiempo (Horas) Explantes explantes (%)
0 3,46 a
0.5 2.25b
1 239b
2 206 b
0 346a
3 2.33b
6 214 b
Meristemos 274 a
Microcormos 2.08b
0 Meristemos 346a
0 Microcormos 3.46a
0.5 Meristemos 2.78ab
1 Meristemos 284 ab
2 Meristemos 223 ab
0.5 Microcormos 1.72b
1 Microcormos 1.95b
2 Microcormos 1.89b
0 0 Meristemos 346a
0 0 Microcormos 346a
0.5 3 Meristemos 2.78ab
1 3 Meristemos 2.78ab
2 3 Meristemos 3.31ab
0.5 6 Meristemos 2.37ab
1 6 Meristemos 2.78ab
2 6 Meristemos 1.69ab
2 6 Microcormos 2.38ab
1 3 Microcormos 2.03ab
2 3 Microcormos 2.28ab
0.5 6 Microcormos 1.62ab
1 6 Microcormos 141b
05 3 Microcormos 141b
Promedio general 2,48
Significancia estadistica Factor A (Mutagénico) NS
Factor B (Tiempo) Ns
Factor C (Explante) *
Interaccion AxC *
Interaccion AxBxC *
Coeficiente de variacion 26,70 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segun la prueba de Tukey al 5 % de
significancia. * = significativo. Ns: no significante
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4.3.2.1. Meristemos apicales

Los meristemos que fueron sometidos al mutagénico quimico donde se observé
sobrevivencia de los explantes en cada dosis, pero se vieron un poco mas afectados en la dosis

de 2 % con el tiempo de seis horas.

4.3.2.2. Microcormos

Los microcormos fueron sometidos al mutagénico quimico, proceso que se llevo a
cabo dentro del laboratorio, luego de la aplicacién del EMS se trasladaron al invernadero del
Programa de Forestales, donde se evalu6 su desarrollo, los microcormos presentaron
sobrevivencia en varias dosis, lastimosamente al momento de volver a introducirlos al

laboratorio se contaminaron perdiéndose este material.

4.4. Porcentaje de sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia de cada una de las irradiaciones con sus respectivas
dosis, se pueden observar en el Cuadro 25, donde estan los resultados de los meristemos
apicales, en el Cuadro 26 de igual manera se puede observar la sobrevivencia en los

microcormaos.

En el Cuadro 27, se observa la sobrevivencia de los meristemos apicales que se
sometieron al mutagénico quimico EMS, en el Cuadro 28 de igual manera se puede observar

la sobrevivencia de los microcormos.

Para ilustrar el efecto de la radiacidn con respecto a la sobrevivencia en el Anexo 8 y 9
podemos observar como va decreciendo la misma sobre los explantes, a medida que aumenta
la dosis, estos explantes pertenecen a la cuarta irradiacion y se los evalud primero a los 15 dias

y luego a los 30 dias.
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Cuadro 25. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en meristemos apicales con el mutagénico fisico desde la

primera a la cuarta irradiacion, con cada una de sus correspondientes dosis.

N° de . Dosis

. L Repeticiones

irradiacion 0 20 40 50 60 70 80 100 120 140 150 160 180 200 250 300 350 500
R1 75 0 0 0 0 0 0 0 0
R2 100 0 0 0 0 0 0 0 0

Primera R3 90 o o= 0 == == == 0 o= o= 0 0 0 0 0 0
R4 100 0 0 0 0 0 0 0 0
R5 100 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 50 50 50 3% 0 0 0
R2 100 90 75 5 0 0 10 0

Segunda R3 75 65 0 - 20 -—— 0 0 0 0 e e e
R4 100 75 50 0 0 0 0 0
R5 100 0 60 0 0 0 0 0
R1 100 75 80 80 0
R2 100 90 70 0 60
R3 100 75 0 0 0
R4 100 100 90 50 50

Tercera R5 100 --- 40 50 60 0 = == == == ==
R6 100 75 10 40 40
R7 100 0 70 0 40
R8 100 80 40 0 30
R9 100 30 0 50 0
R10 100 60 0 75 45

Cuarta R1 100 30 40 20 30 70 0 0 0 0
R2 100 60 30 - 100 - O 0 20 0 - 0 0
R3 100 20 0 40 20 40 0 0 0 0

---- Dosis no aplicada en esta irradiacion
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Cuadro 26. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en microcormos con el mutagénico fisico desde la primera a la cuarta
irradiacion, con cada una de sus correspondientes dosis.

N° de .. Dosis

. L Repeticiones

irradiacion 0 20 40 50 60 70 80 100 120 140 150 160 180 200 250 300 350 500
R1 95 0 0 0 0 0 0 0 0
R2 65 0 0 0 0 0 0 0 0

Primera R3 100 - - 0 | 0 0 0 0 0 0
R4 100 0 0 0 0 0 0 0 0
R5 65 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 0 0 0 0 0 0
R2 0 0 0 0 0 0 0 0

Segunda R3 0 0 0 - (0 J— 0 0 0 0 - e
R4 0 0 0 0 0 0 0 0
R5 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 0 0 0
R2 0 0 0 0 0
R3 0 0 0 0 0
R4 0 0 0 0 0

Tercera R5 0 -—-- 0 0 0 0 == c=m cs oem o e e e e
R6 0 0 0 0 0
R7 0 0 0 0 0
R8 0 0 0 0
R9 0 0 0 0 0
R10 0 0 0 0 0

Cuarta R1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R2 0 0 0 0 0 O J— 0 0
R3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

---- Dosis no aplicada en esta irradiacion



Cuadro 27. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en meristemos apicales con el
mutagénico quimico

Dosis (%) x Tiempo (Hora)

Repeticiones
0%-3H 0%-6H 0,5%-3H 0,5%-6H 1%-3H 1%-6H 2%-3H 2%-6H

R1 100 100 0 100 100 100 0 0
R2 100 100 100 100 100 30 100 30
R3 100 100 100 0 70 0 100 0

Cuadro 28. Resumen del porcentaje (%) de sobrevivencia en microcormos con el mutagénico
quimico

Dosis (%) x Tiempo (Hora)
0%-3H 0%-6H 0,5%-3H 0,5%-6H 1%-3H 1%-6H 2%-3H 2%-6H

Repeticiones

R1 100 100 0 20 50 10 0 30
R2 100 100 0 40 10 0 0 10
R3 100 100 0 40 40 10 0 100
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4.5. Determinacion de la DLsg

La dosis letal media obtenida de acuerdo al método Probit fue de 56,64 Gy, estos datos
pertenecen a los meristemos apicales que se irradiaron en la Escuela Politécnica Nacional de
Quito. En la “Figura 17 se puede observar la regresion lineal de los datos de porcentajes de

mortalidad transformados a Probit que sirvieron para la obtencidn de estos resultados.

8,00

7,00 oqmm.0ve ©
600 | e
500 e
400 | e y=1,709x + 2,8933
3,00 @ R?=0,8766

PROBIT

2,00
1,00

0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Log-Dosis

Figura 17. Regresion para la determinacién de la DLsy en el
irradiador de Quito (meristemos apicales)

La dosis letal media obtenida de acuerdo al método Probit utilizando el irradiador
Direccion Nacional de Investigacion y Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad
y Energia Renovable fue de 58,32 Gy, resultado muy cercano a la que se obtuvo con el primer
irradiador. En la Figura 18, se puede observar la regresion lineal de los datos de porcentajes

de mortalidad transformados a Probit que sirvieron para la obtencion de estos resultados.
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Figura 18. Regresion para la determinacion de la DLsg en el irradiador
de Aloag (meristemos apicales)

No se pudo determinar una dosis letal media para los microcormos ya que la mortalidad en

estos explantes fue total, por lo tanto no se obtuvieron datos relevantes con estos explantes.

En los ensayos con el mutagénico quimico con los “E1” se determin6 una DLs, de 0,83 %
que representan 120 mg de EMS en la solucién mutagénica o 120 uL de EMS en la solucién
(4,83 mMY/L), con un TLso de 5 horas con 42 minutos. En la Figura 19 se puede observar la
regresion lineal de los datos de porcentajes de mortalidad transformados a Prébit que sirvieron
para la obtencién de estos resultados.
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Figura 19. Regresion lineal para la determinacion de la DLsy en
meristemos apicales tratados con EMS

En los “E2” se determiné una DLsy de 0,38 % que representan 57 mg de EMS, con un

TLso de 8 horas con 10 minutos, en la solucion mutagénica o 57 uL de EMS en la solucién

(0,56 mM/L). En la Figura 20 se puede observar la regresion lineal de los datos de porcentajes

de mortalidad transformados a Prébit que sirvieron para la obtencion de estos resultados.
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Figura 20. Regresion lineal para la determinacion de la DLsy en
microcormos tratados con EMS
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4.6. Multiplicacién del material genético tratado con los mutagénicos fisico y quimico

De los explantes sometidos a los mutagénicos, los sobrevivientes fueron propagados hasta
un namero aproximado de 625 explantes por dosis que sirvio para propagar las 10000 plantas

que salieron del laboratorio para su aclimatacion.

Debido a la pérdida de explantes por contaminacion, se realizaron los repiques hasta el
séptimo pase de multiplicacion, para obtener el nimero de plantas que se fijo en los objetivos,

logrando regenerar las 10000 plantas para su aclimatacion y pruebas en condiciones de vivero.

4.7. Regeneracion y enraizamiento

La regeneracion y el enraizamiento no presentaron inconvenientes, cada explante desarrollo
entre 5y 7 brotes y se observo en las raices un buen desarrollo, ya enraizadas se procedio a la

aclimatacion de las vitroplantas.

4.8. Aclimatacién de vitroplantas en condiciones de vivero

En la aclimatacion se perdié gran cantidad de material por la deshidratacion de las hojas
y por el efecto de los agentes mutagénicos, quedando sobrevivientes sélo el 19,36 % del total
de las plantas con tratamiento mutagénico, que serian 1936 plantas en las diferentes dosis

aplicadas. En el Cuadro 29 se refleja el nimero de plantas obtenidas con sus respectivas dosis.
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Cuadro 29. Numero de plantas por cada dosis y
numero total de plantas en general

Tratamiento Dosis # total de plantas
20 Gy-IvV 308
40 Gy-IV 301
60 Gy-IV 435
80 Gy-IV 181
100 Gy-1V 165
Tratamiento Fisico
120 Gy-1V 74
20 Gy-I 2
40 Gy-1II 39
50 Gy-llI 15
60 Gy-IlI 18
0.5%-3H 87
0.5%-6H 25
Tratamiento Ll el
Quimico 1%-6H 19
2% - 3H 236
2%-6H 4
Total 1936

4.9. Reaccion a Mycosphaerella fijiensis, Morelet en vitroplantas de vivero

4.9.1. Preparacion del indculo de M. fijiensis

Se obtuvo el volumen necesario de las suspensiones miceliales para la inoculacion de todas las

plantas tratadas con los mutagénicos. La inoculacion se realizd dentro de una cdmara de
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inoculacion ubicada en el vivero del Programa Nacional de Banano, Platano y Otras
Muséceas, donde se mantenian controladas las condiciones de humedad relativa y

temperatura.

4.9.2. Inoculacién y evaluacion de la reaccién a M. fijiensis en las vitroplantas

Las plantas sobrevivientes a la aclimatacion fueron inoculadas, actividad que se realizo
el 6 de noviembre del 2014, de manera exitosa, ya que la enfermedad se logré expresar de
manera eficaz en todas las plantas, pudiendo luego realizarse la evaluacion de las mismas. A
estas plantas se las ubicd dentro de una camara de inoculacion en donde las condiciones para
el desarrollo del hongo y la expresion de sintomas en las hojas como la temperatura (26 — 28
°C), humedad relativa (90 - 100 %) y lamina de agua en la cara adaxial de las hojas fue més

controlable, teniendo asi una mayor presion de indculo. Se inocularon 1936 plantas.

4.9.3. Determinacion del porcentaje ponderado de infeccién (PPI)

Se realizaron evaluaciones semanales, la primera evaluacién se la hizo el 20 de
Noviembre del 2014, de acuerdo a la escala de severidad de Stover, donde se obtuvo
resultados interesantes y se pudo determinar que el periodo de incubacion en estas plantas

vario segun lo evaluado entre los 14 a los 16 dias posteriores a la inoculacion.

Las plantas fueron evaluadas hasta los 78 dias, los datos obtenidos en la ultima
evaluacion sirvieron para calcular el Promedio Ponderado de Infeccion (PPI) de cada planta
perteneciente a cada una de las dosis en estudio, que es un indicador de resistencia a Sigatoka
negra (Almoddvar & Diaz, 2007).

87



4.9.4. Seleccion de plantas de menor reaccion a M. fijiensis

En el Cuadro 30, se pueden observar las plantas con el PPl més bajo de cada dosis,
identificadas con sus respectivos codigos en cada uno de los individuos, estos fueron

seleccionados como los individuos con menor reaccion ante la Sigatoka negra.

Cuadro 30. Promedios ponderados de
infeccion mas bajos de acuerdo a sus

dosis.

PPI mas bajos
Dosis Caddigo PPI
120 Gy-IV 2386 0,33
60 Gy-IlI 2267 0,50
1%-3H 1436 0,67
2%-3H 909 0,67
40 Gy-1V 439 0,83
60 Gy-IV 638 0,83
2%-3H 905 0,83
80 Gy-IV 798 1,00
100 Gy-1VvV 825 1,00
100 Gy-1VvV 818 1,00
100 Gy-1VvV 2201 1,00
20 Gy-IV 263 1,17
1%-6H 2633 1,33
40 Gy-111 1090 1,50
0,5%-3H 1134 1,50
0.5%-6h 2358 1,50

Se seleccion6 también a cada individuo que poseia un PPl menor a 2 %,
identificandolo por sus codigo y dosis, en el cuadro 31 se presenta la lista de las plantas
mencionadas.
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Cuadro 31. Lista de plantas con el "PPI" menor a 2 %, identificados con su respectivo codigo

y dosis.
Plantas con PPl menor a 2 %

Dosis Céd PPl % Dosis Céd PPl % Dosis Céd PPI % Dosis Cad PPI %
20Gy-IV. 90 2,00 40Gy-Iv 1815 1,00 60 Gy-1V 2678 1,67 100 Gy-1V 1414 1,50
20Gy-IvV 89 1,67 40Gy-Iv 1801 1,83 60 Gy-1V 2664 1,17 120 Gy-IV 2400 2,00
20Gy-lv 121 2,00 40Gy-Iv 1807 1,67 60 Gy-1V 2669 2,00 120 Gy-IV 2389 1,50
20Gy-IV 124 1,67 40Gy-IV 1945 1,67 60 Gy-1V 2667 1,33 120 Gy-IV 1385 2,00
20Gy-lv. 3 1,67 40 Gy-IV 1938 1,17 60 Gy-1V 1458 1,83 60 Gy-111 2261 1,17
20Gy-Iv 83 2,00 40Gy-Iv 1914 133 60 Gy-1V 2093 2,00 0,5%-3H 2822 1,83
20Gy-IV 99 1,67 40Gy-Iv 1589 1,00 80 Gy-IV 757 1,50 0,5%-6H 2356 1,83
20Gy-lvV 97 2,00 60 Gy-IV 585 1,67 80 Gy-IV 744 1,83 1%-3H 1231 1,83
20Gy-IvV 251 1,67 60Gy-IV 622 1,33 80 Gy-IV 762 1,17 1%-3H 1237 2,00
20Gy-IV 239 1,83 60 Gy-IV 586 1,67 80 Gy-IV 788 1,50 1%-3H 2819 2,00
20Gy-IvV 210 2,00 60 Gy-IV 574 1,83 80 Gy-IV 791 1,83 1%-3H 1323 1,33
20Gy-lV 173 1,83 60 Gy-IV 641 1,50 80 Gy-IV 742 1,83 1%-3H 2260 1,83
20Gy-Iv 163 1,67 60 Gy-1V 642 1,00 80 Gy-1V 753 2,00 1%-6H 2636 1,83
20 Gy-IvV 1614 1,33 60 Gy-IV 664 2,00 80 Gy-IV 708 1,17 1%-6H 2651 1,67
40 Gy-IV 454 1,67 60 Gy-IV 674 1,67 80 Gy-IV 740 1,67 1%-6H 2645 1,83
40 Gy-lv 387 2,00 60 Gy-1V 673 2,00 80 Gy-1V 2149 1,67 2%-3H 906 1,67
40 Gy-IV 382 1,83 60 Gy-IV 571 1,33 80 Gy-IV 2612 1,67 2%-3H 947 1,83
40Gy-IV 419 1,83 60 Gy-IV 643 1,83 80 Gy-1V 2605 2,00 2%-3H 882 5,00
40 Gy-IV 369 2,00 60 Gy-IV 596 1,33 100 Gy-IV 844 1,33 2%-3H 958 1,00
40 Gy-IV 476 2,00 60 Gy-IV 614 1,33 100 Gy-IV 841 2,00 2%-3H 959 1,33
40 Gy-lv 373 1,50 60 Gy-1V 542 1,67 100 Gy-IV 840 2,00 2%-3H 954 1,67
40 Gy-IV 513 1,50 60 Gy-IV 558 1,83 100 Gy-IV 847 2,00 2%-3H 936 1,83
40 Gy-IV 434 1,50 60 Gy-1V 612 2,00 100 Gy-IV 829 2,00 2%-3H 905 0,83
40 Gy-IV 517 1,00 60 Gy-IV 666 1,50 100 Gy-IV 810 2,00 2%-3H 990 1,00
40 Gy-IV 502 1,83 60Gy-IV 635 1,83 100 Gy-1V 868 1,50 2%-3H 938 2,00
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40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV
40 Gy-IV

40 Gy-IV

466

463

446

412

407

389

404

436

437

455

486

487

505

1860

1785

2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
1,33
1,67
2,00
1,33
117
1,83
2,00
1,33

1,83

60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV
60 Gy-IV

60 Gy-IV

648

653

651

670

684

537

2724

2731

2743

2751

2778

2043

2014

1529

2657

2,00
1,33
1,83
1,00
1,50
117
1,83
1,50
1,50
1,33
2,00
2,00
2,00
2,00

1,83

100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V

100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V
100 Gy-1V

100 Gy-1V

850

872

853

856

2180

2192

2206

2226

2224

2234

2251

2249

2434

1405

1397

1,50
1,83
2,00
1,67
2,00
1,67
2,00
1,67
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
1,83

2,00

2%-3H

2%-3H

2%-3H

2%-3H

2%-3H

944

957

899

965

359

2,00
2,00
1,33
1,83

2,00

4.10. Variables a evaluadas

4.10.1. Promedio ponderado de infeccidon

En el Cuadro 36, se presentan las dosis que mostraron la mayor significancia, estas son
1%-6h (h = horas) y 20 Gy-Il, con valores de 2,96 y 3,08 %, los Promedios Ponderados de
Infeccion (PPI) mas bajo, seguidas de las dosis de 1 %-3H, 100 Gy-1V, 60 Gy-1V, 2 %-3H, 80
Gy-1V, 20 Gy-1V, 40 Gy-IV, 40 Gy-Ill, 50 Gy-IIl, 0,5 %-6H, 0,5 %-3H, 120 Gy-1V, 60 Gy-
I11, que presentaron significancia similar a los primeros ya mencionados con valores de 3,37;
3,43; 3,49; 3,52; 3,54; 3,55; 3,56; 3,58; 3,60; 3,62; 3,73; 3,78; 3,81; 4,13 %. Las medias mas

elevadas se dieron en las dosis de 2 %-6h y el control (0 Gy) con un valor de 4,49 %.
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Escala de PPI

Sin embargo, para ser especificos las plantas que presentaron los PPl méas bajos fueron
las que se ubicaron en las dosis de: 120 Gy-IV con un 0,33 %, seguida por las dosis de: 60 Gy-
I11 con (0,50 %), 1 %-3H con (0,67 %), 2 %-3H con (0,67 %), 40 Gy-1V (0,83 %), 60 Gy-IV
con (0,83 %), 80 Gy-IV con (1 %), 100 Gy-1V con (1 %), 20 Gy-1V con (1,17 %), 1 %-6H con
(1,33 %), 40 Gy-Ill con (1,50 %), 0,5 %-3H con (1,50 %), 0,5 %-6H con (1,50 %), 20 Gy-1I
con (2,17 %), 50 Gy-I1I con (2,17 %), 2 %-6H con (3,17 %), 0 Gy con (3,50 %), el hecho de
que estos resultados varien con respecto al analisis de los datos en cada dosis se debe a que no
todas las plantas presentaron los mismos PPI, presentandose dentro de una misma dosis
plantas con un PPl mas alto y otros més bajos, y al analizar todos el grupos no se identifica
aquellas con el PPl mas 6ptimo. En la Figura 21, se pueden observar con mas detalle los

promedios mencionados contrastados con los PPI més altos de cada dosis.

8,00
7,00 6,83
' 6,33 6,17
6,00 ,
783
5,00
4,00 3,5 A
3,00
2,00 11
1,00 ; : , 0 e ——2 per.
I I I I media
0,00 movil
AN NN R RSN RN R R R MIN
¥ KX K& & & of o RCNC RO N I R T I (MIN)
NI\ S S \90 \,)/Q M R L & o o —2 per.
media
movil
Dosis Mutagénica (MAX)

Figura 21. Promedios ponderados de infeccion minimos y maximos de acuerdo a sus dosis.

91



Cuadro 32. Promedio ponderado de infeccion en plantas sometidas a mutagenicos
aclimatadas en vivero

Dosis mutagénicos plantas en vivero Promedio ponderado de infeccion (PPI)
1%-6H 2,96 a
20 Gy-II 3,08a
1%-3H 3,37ab
100 Gy-IvV 3,43ab
60 Gy-1V 349ab
2%-3H 352ab
80 Gy-IV 354ab
20 Gy-IV 355ab
40 Gy-IV 356ab
40 Gy-IlI 358abc
50 Gy-lIl 360abc
0,5%-6H 362abc
0,5%-3H 3,73abc
120 Gy-IV 3,78abc
60 Gy-lII 38labc
2%-6H 4,13bc
0 Gy 449 c
Promedio general 3.60
Significancia estadistica *
Coeficiente de variacion 8.41

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segln la prueba de Tukey al 5 % de significancia.
* = significativo Ns: no significante
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4.10.2. Deteccidn de variantes fenotipicas

Durante el proceso de la evaluacion de Sigatoka negra, se pudieron observar plantas con
cambios en su caracteristica fisica (variacion fenotipica) como se puede observar en la Figura
22, los cambios que se presentaron fueron especificamente en el color y forma de las hojas
como por ejemplo: hojas rayadas, hojas con manchas rojas grandes, hojas albinas, hojas
alargadas, hojas redondas, hojas con manchas blancas, hojas con doble coloracion, hojas con
bordes deformes y hojas pequefias, cada una de las plantas fue identificada con un cddigo, las

mismas fueron contadas y ordenadas de acuerdo a su dosis mutagénica.

En la Figuras 23, se pueden observar el porcentaje de plantas, de acuerdo a su dosis
mutagénica y el porcentaje de plantas de acuerdo al tipo de variacién fenotipica en la Figura
24, donde el mayor porcentaje de variaciones se presentd en la dosis de 2 %-3h seguidas por
las dosis de 40 y 100 Gy con 1,60 %, y en el tipo de variacion donde se present6 el mayor
porcentaje de plantas fue en “hojas rayadas” con 7,8 %, seguida por “hojas delgadas” con un
2,48 %. Estos valores fueron determinados del total de la poblacion de plantas tratadas con los

mutagénicos que fueron 1936 plantas.

Adicionalmente se detallan en los “Cuadros 37, 38 y 39” las listas de plantas que
presentaron las diferentes variaciones fenotipicas, con su respectivo codigo y dosis a las que

pertenecen.
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Figura 22. Variaciones fenotipicas presentes en las plantas en estudio: A)
hojas pequefias, B) hojas rayadas, C) machas rojas mas desarrolladas, D)
hojas delgadas y alargadas, E) hojas albinas, F) hojas deformes con
hendiduras en el borde, G) hojas con manchas blancas, H) hojas con doble
coloracion, 1) hojas deformes torcidas, J) hojas redondeadas.
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Figura 23. Porcentaje de variaciones fenotipicas por dosis mutagénica
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Figura 24. Porcentaje de plantas por tipo de variacion fenotipica
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Cuadro 33. Lista de plantas que presentaron "hojas rayadas”, con su respectivo codigo y
dosis.

H. Rayadas

Codigo Dosis Codigo Dosis Cddigo Dosis  Codigo Dosis  Cadigo Dosis Codigo  Dosis
1142 0,5%-3h 946  2%-3h 1007 2%-3h 2279 2%-3h 1519 60 Gy-IV 1100 40 Gy-llI
1124  0,5%-3h 947  2%-3h 1008 2%-3h 1613 20Gy-IV 2062 60Gy-IV 1101 40 Gy-lll
1153 0,5%-3h 970  2%-3h 1003 2%-3h 1615 20Gy-IV 1465 60Gy-IV 1089 40 Gy-lll
2320 0,5%-3h 1029 2%-3h 1004 2%-3h 103 20 Gy-IvV 1484 60 Gy-IV 1084 40 Gy-llI
1149 0,5%-3h 1012  2%-3h 897  2%-3h 19 20 Gy-IvV 1480 60 Gy-IV 1085 40 Gy-lll
1137 0,5%-3h 1061 2%-3h 892  2%-3h 48 20 Gy-1IV 540 60 Gy-IV 1098 40 Gy-llI
1135 0,5%-3h 1046 2%-3h 939  2%-3h 51 20 Gy-1IV 703 80 Gy-IV 1074 40 Gy-lll
1132 0,5%-3h 1066 2%-3h 924  2%-3h 1805 40Gy-IV 1429 100Gy-Iv 1075 40 Gy-lll
1130 0,5%-3h 1038 2%-3h 993  2%-3h 1597 40Gy-lv 805 100Gy-IV 1063 40 Gy-llI
2486 0,5%-3h 1039  2%-3h 944  2%-3h 1598 40 Gy-1V 819 100 Gy-IvV 1079 40 Gy-llI
2490 0,5%-3h 1018 2%-3h 942 2%-3h 676 60Gy-lv 878  100Gy-IV 1076 40 Gy-lll
1122 0,5%-3h 1025 2%-3h 973 2%-3h 677 60Gy-IV 2234 100Gy-IV 1078 40 Gy-lll
1125 0,5%-3h 971 2%-3h 988 2%-3h 2711 60 Gy-IV 1422 100 Gy-IV 1077 40 Gy-lll
1126  0,5%-3h 879  2%-3h 959 2%-3h 687 60Gy-lV 1418 100Gy-IV 1106 40 Gy-llI
1129 0,5%-3h 1057  2%-3h 982  2%-3h 652 60 Gy-Iv 1376 120 Gy-IV 1111 40 Gy-llI
1140 0,5%-3h 1055 2%-3h 983  2%-3h 631 60 Gy-Iv 1395 120Gy-IV 1119 50 Gy-llI
1141  0,5%-3h 1054  2%-3h 984  2%-3h 679 60 Gy-IV 1349 120Gy-IV 1118 50 Gy-llI
1144  0,5%-3h 1056 2%-3h 997 2%-3h 2669 60Gy-IV 1363 120Gy-IV 1115 50 Gy-llI

1218 0,5%-3h 1024 2%-3h 1013 2%-3h 1485 60Gy-IV 1386 120Gy-IV 2265 60 Gy-Ill

2285 0,5%-3h 1035 2%-3h 1017 2%-3h 1500 60Gy-IvV 1088 40 Gy-IlI 2263 60 Gy-llI
2309 0,5%-6h 1023 2%-3h 1026 2%-3h 1535 60Gy-IvV 1102 40 Gy-I1lI 2273 60 Gy-1lI
2319 0,5%-6h 1022 2%-3h 1000 2%-3h 1538 60Gy-Iv 1103 40 Gy-I1lI 2276 60 Gy-1lI

1237  1%-3H 1006 2%-3h 1011 2%-3h 1518 60 Gy-IV 1099 40 Gy-1II
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Cuadro 34. Lista de plantas con "hojas rojas”, "hojas
delgadas™, con sus respectivos codigos y dosis.

H. Rojas H. Delgada

Cod Dosis Cod Dosis Caéd Dosis
372 40 Gy-IV 348 2%-3h 800 80 Gy-IV
376 40 Gy-IV 174 20Gy-Iv 782 80 Gy-IV
377 40Gy-IlV 157 20Gy-IV 801 80 Gy-IV
406 40Gy-Ilv 97 20Gy-lV 784 80 Gy-IV
431 40Gy-Iv 49 20Gy-Ilv 817 100 Gy-IvV
467 40Gy-IvV 134 20Gy-IvV 822 100 Gy-IvV
591 40Gy-IV 121 20Gy-IV 824 100 Gy-1V
541 40Gy-IlV 118 20Gy-IV 807 100 Gy-1V
464 40Gy-IV 117 20Gy-IV 837 100 Gy-1V
465 40Gy-IvV 139 20Gy-Ilv 872 100 Gy-IvV
401 40Gy-Iv 140 20Gy-Iv 870 100 Gy-IV
456 40Gy-Iv 259 20Gy-IV 866 100 Gy-IV
469 40Gy-IV 193 20Gy-IV 844 100 Gy-1V
455 40Gy-Iv 390 40Gy-IV 829 100 Gy-1V
435 40Gy-Ilv 423 40Gy-lV 830 100 Gy-1V
433 40Gy-IvV 328 40Gy-Ilv 811 100 Gy-IvV
439 40Gy-IV 471 40Gy-IV 814 100 Gy-IvV
452  40Gy-IV 420 40Gy-IvV 847 100 Gy-IvV
454  40Gy-Iv 539 60Gy-IV 832 100 Gy-1V
2099 60Gy-IV 642 60Gy-IvV 833 100 Gy-1V
1545 60Gy-IV 661 60Gy-IvV 1117 50 Gy-IlI
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Cuadro 35. Lista de plantas con "hojas pequefias

", "hojas redondas",

hojas con doble coloracidn, "hojas albinas”,

"hojas con manchas blancas, "hojas con borde deforme™ y "tallos alargados”, con sus respectivos codigos y dosis.

H. Pequefia H. Redonda H. Doble color  T. Alargado H. Albinas H.Bhl/;lia;]ré(;rslas H. Borde deforme
Cad Dosis Cad Dosis Cod Dosis Cod Dosis Caod Dosis Cod Dosis Cod Dosis
996  2%-3h 1219  0,5%-3h 324 2%-3h 967 2%-3h 914  2%-3h 288 20Gy-lV 1396 100 Gy-IV
289 20Gy-IV 1209  0,5%-3h 922 2%-3h 558 60 Gy-1V
301 20Gy-lV 1210  0,5%-3h 1 20Gy-Iv
303 20Gy-lV 1147  0,5%-3h
302 20Gy-IV 2088 60 Gy-IV
279 20Gy-IV 2223 100 Gy-IV
633 60Gy-IlVv 820 100 Gy-IV
704 80Gy-IV 1339 120 Gy-IV
787 80Gy-IV 1392 120 Gy-IV
792 80Gy-IV 2269 60 Gy-lll
793 80 Gy-IV
770 80 Gy-IV

98



4.10.3. Contenido de clorofila en vitroplantas

Los resultados en la medicion del contenido de clorofila fueron como se esperaban, ya
que esta sustancia se vio disminuida en las plantas estudiadas de cada dosis, a excepcion de la
dosis de 60 Gy-IIlI.

Se pudo observar que en la medicién inicial el tratamiento 8 (40 Gy-lll) presenté la
mayor significancia estadistica con 60,22 SPAD, seguido de los tratamientos 10 (60 Gy-I1II), 7
(20 Gy-II), 3 (60 Gy-IV), 1 (20 Gy-1V), 5 (100 Gy-1V), 2 (40 Gy-1V), 11 (0,5 %-3h), 4 (80
Gy-1V), 15 (2 %-3h), 13 (1 %-3h), 9 (50 Gy-IlI), 14 (1 %-6h), 12 (0,5 %-6h) y 6 (120 Gy-1V),
con valores de 52,75; 52,65; 53,3; 51,02; 49,93; 50,23; 48,27; 51,49; 50,46; 46,92; 50,92;
51,55; 47,73; 55,54 SPAD respectivamente, siendo el tratamiento 16 (2 %-6h) el valor mas
alejado con 44,1 SPAD.

En la medicion final el tratamiento 8 (40 Gy-Ill) presenté la mayor significancia
estadistica con 60,22 SPAD, seguido de los tratamientos 10 (60 Gy-III), 7 (20 Gy-I1I), 3 (60
Gy-1V), 1 (20 Gy-1V), 5 (100 Gy-1V), 2 (40 Gy-1V), 11 (0,5 %-3h), 4 (80 Gy-1V), 15 (2 %-
3h), 13 (1 %-3h) y 9 (50 Gy-IlI) con valores de , 60,22; 58,05; 50,8; 46,21; 45,98; 45,22;
44,97; 43,85; 43,64; 43,45; 43,07; 42,76 SPAD respectivamente, con significancia similar.
Los tratamientos mas alejados de los mas significativos fueron el 14 (1 %-6h), 12 (0,5 %-6h),
6 (120 Gy-1V) y 16 (2 %-6h) con valores de 40,3; 39,4; 36,54; 35,03 SPAD respectivamente.

Por lo tanto haciendo una comparacién entre el contenido inicial con el final, se observa
una disminucién en la clorofila en la medicion final presentdndose esa baja en todos los
tratamientos a excepcion del tratamiento 10 donde la media tuvo un aumento en el contenido
final. Sacando como conclusidn que el contenido de clorofila se ve afectado por el ataque de la

Sigatoka negra.
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Cuadro 36. Datos del analisis del contenido de clorofila inicial y final en unidades SPAD

Tratamiento Inicial SPAD 1 Final SPAD 2

8 60,22 a 60,22 a
10 52,75ab 58,05ab
7 52,65ab 50,8abc
3 53,3ab 46,21 abc
1 51,02ab 4598 abc
5 4993ab 4522 abc
2 50,23 ab 4497 abc
11 48,27 ab 43,85abc
4 51,49 ab 4364 abc
15 50,46 ab 4345abc
13 46,92ab 43,07abc
9 50,92ab 42,76 abc
14 51,55ab 40,3bc
12 4773 ab 394c

6 55,54 ab 36,54 ¢
16 441D 35,03 ¢

Promedio general 51,06 44,96
Significancia estadistica * *
Coeficiente de variacion 13,49 17,83

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segln la prueba de Tukey al 5 % de significancia.
* = significativo Ns: no significante
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Figura 25. Promedios del contenido de clorofila por cada dosis.
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5. DISCUSION

De acuerdo a los resultados, con respecto al porcentaje de sobrevivencia, los dos tipos
de explantes utilizados en la presente investigacion, meristemos apicales (E1) y microcormos
(E2), se manejaron en condiciones de laboratorio y vivero, respectivamente; los que fueron
sometidos a dos agentes mutagénicos: fisico (Radiacion Gamma - °°Co) y quimico
(Ethylmethanesulfonate — EMS).

Los meristemos apicales (E1) que sobrevivieron a las radiaciones (cuatro en total),
fueron sometidos a condiciones controladas y asépticas de laboratorio, propagados en un
medio de cultivo artificial (MS), respondiendo de manera Optima a los procesos de
multiplicacién y regeneracion, por medio de la cual se logré un nimero aproximado de 6000
vitroplantas a diferencia del mutagénico quimico (EMS) que se obtuvo una cantidad de 4000
vitroplantas. Este resultado es corroborado por lo que menciona (Reyes, 2007), quien al
realizar los estudios de mutaciones inducidas en banano, pudo regenerar cientos de

vitroplantulas en medios de cultivo MS sin ningun inconveniente.

Con respecto a los microcormos (E2), la situacion fue diferente. Las cuatro irradiaciones
realizadas, no respondieron positivamente a los tratamientos utilizados en el ensayo, debido a
que la mortalidad de estos explantes fue total en todas las irradiaciones realizadas.
Probablemente el efecto de esta energia ionizante provocd un debilitamiento en el material,
que incluso en las dosis més leves provocaron mortalidad. Igualmente las dosis aplicadas con
el EMS, surgieron un efecto negativo, provocando un numero bajo de plantulas. Esto puede
estar relacionado con lo que mencionan Feder et al. y Saran et al. (sf), citados por Sanchez,
Ramirez, & Barbosa (2007), quienes manifiestan que las proteinas que causan el stress en las
células pueden ser inducidas por varios factores, entre estos la radiacion gamma, el calor y el
frio. Es importante mencionar también que, estos explantes fueron preparados realizando
cortes de raices y pseudotallos, 1o que pudo haber sido una via de acceso para patdégenos por
estar en condiciones de vivero, potenciando el proceso apoptoético severo que detuvo su

desarrollo, provocandoles la muerte.
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De acuerdo a los analisis de las irradiaciones, en la primera irradiacion todas las dosis
presentaron el mismo nivel de sobrevivencia que fue nulo a excepcion del control que presento
el indice mas alto con los meristemos apicales, en los microcormos tampoco hubo

sobrevivencia, ya que en esta irradiacion las dosis utilizadas fueron las mas elevadas.

En la segunda irradiacion el control junto con la dosis de 20 y 40 Gy tuvieron las mas
altas sobrevivencias llegando a sobrevivir hasta los 120 Gy con los meristemos apicales, no

hubo sobrevivencia con microcormos.

En la tercera irradiacion el control junto con la dosis de 40 Gy tuvieron las
sobrevivencias mas altas en los meristemos apicales las otras dosis tuvieron sobrevivencia

pero fue mas baja.

En la cuarta irradiacién el control junto con las dosis de 20 a 100 Gy tuvieron
sobrevivencia pero fue disminuyendo a medida que la dosis aumentaba (Jadan, Debut, &
Nivelo, sf), autores que mencionan también una disminucion de sobrevivencia a medida que la
radiacion aumenta, dandose la mas baja sobrevivencia en la dosis de 120 Gy y con dosis
superiores a estas la sobrevivencia fue nula esto se dio en los meristemos apicales, con los

microcormos no hubo sobrevivencia.

En el ensayo con EMS los controles fueron los que presentaron la mayor sobrevivencia
en meristemos y microcormos siendo los meristemos apicales con la dosis de 0,5 %-3h y 1 %-
3h los que tuvieron una sobrevivencia superior al resto de dosis, aunque las deméas dosis
presentaron sobrevivencias similares en meristemos y microcormos y en todos los tiempos

aplicados, siendo las mas alejadas las dosis de 1 %-6h y 0,5 %3-h en los microcormos.

Se pudo determinar que los explantes de banano (meristemos apicales) cv. “Williams”
resisten altas concentraciones de radiacion gamma teniendo como limite la dosis de 120 Gy
que de acuerdo al estudio realizado hasta dicha dosis hubo sobrevivencia y los explantes se
regeneraron sin inconveniente luego de 30 dias de subcultivos, pasada esta dosis de energia los
explantes no sobreviven. Aplicando el mutagénico quimico también hay sobrevivencia en
ambos explantes, teniendo en cuenta evitar la contaminacion en la manipulacion en el caso de

los meristemos apicales.
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Este estudio estuvo dirigido a probar si agentes, fisicos (rayos gamma) y quimicos
(Ethylmethanesulphonate) provocan mutaciones Utiles en vitroplantas de banano del cultivar
Williams, especificamente para determinar una dosis letal media en ambos mutagénicos e

inducir tolerancia o resistencia a Sigatoka negra, evaluandose en condiciones de vivero.

La dosis letal media DLso encontrada en estos experimentos realizados con el irradiador
de Quito y con el irradiador marca Sheperd fueron 56,64 y 58,32 Gy, respectivamente;
acercandose mucho a los resultados obtenidos por Lopez et al. (s.f), el que menciona que la
dosis Optima para aplicar al clon “Parecido al Rey” es de 60 Gy, clon que pertenece al
subgrupo Cavendish donde la genética de todos los clones pertenecientes a este subgrupo es

homogénea (Roman, Gonzalez, Xiqués, Cazafas, & Alonso, s.f.).

Lopez (s.f.) también menciona que para “Gran enano” con genoma (AAA) se determind
una dosis Optima de 35 Gy alejandose un poco de estos resultados, pero se aproximaron
mucho con los resultados obtenidos por Ali (1997), quien determind para el clon Gran Enano
una DLsg de 33,6 Gy. Yang et al. (1995) citado por Ali (1997) mencionan que la DLs 6ptima
para el cultivar Williams es de 40 Gy, mientras que Garcia et al. (2000), mencionan que 40 Gy
en el cultivar Gran Enano (AAA) da como resultado un porcentaje muy alto de mortalidad (82
%), considerandola como letal y recomendando la dosis de 25 Gy; sin embargo (Roux N. , s.f.)
recomienda para los clones con genotipo triploide un rango de irradiacion que va de 30 a 40
Gy.

Segun Chai, Ho, Liew, & Asif (s.f) el mayor porcentaje de variantes, como los cambios
en la hoja de coloracién y textura de la hoja, la deformacion de la hoja, retraso en el
crecimiento, etc se obtuvo con el tratamiento con 45 Gy, presentando similitud con los
resultados en este estudios donde la mayoria de la variaciones se dieron en cambios de

coloracion y forma de las hojas.

Por ultimo los datos que mas contrastan con los mencionados son los de Rodriguez
(2000), quien determind que para el genotipo triploide (AAA) Gran Enano la dosis de
irradiacion optima es de 15 Gy (Reyes, 2007) obtuvo resultados para el cultivar Williams
donde la DLz estuvo entre 79,7 a 88,1 Gy, contrastando un poco con los resultados obtenidos

en esta investigacion en lo referente a la aplicacion de rayos gamma.
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En lo referente al ensayo con EMS en meristemos apicales, la DLs determinada fue de
0,83 % (4,83 mM), durante 5 horas con 42 minutos de tiempo de incubacion, segun Perea
(1992) se ha logrado inducir mutaciones, introduciendo vitroplantas en una solucién de EMS
de 0,1 a 1,0 %, resultados que se aproximan a la DLsy determinada en el estudio, y
contrastando con los datos presentados por Robinson & Galan (2011) que indican una
concentracion de 0,2 % durante 3 horas de incubacion induce mutaciones. Los datos obtenidos
en el ensayo con microcormos dieron como DLso una concentraciéon de 0,38 % (0,56 mM),
durante 8 horas con 10 minutos y 8 segundos de incubacion, los explantes sobrevivientes
debian ser introducidos a condiciones de laboratorio una vez regeneradas las plantas tratadas,
pero en el momento del establecimiento los meristemos de estas vitroplantas, se contaminaron

dejandonos sin material procedente de este ensayo.

Las variaciones fenotipicas que se expresaron en estas plantas fueron de tres tipos:
coloracion, forma y tamafio de la hoja. El tipo de variacion fenotipica que presentd el mayor
porcentaje de plantas fue “Hojas rayadas” con un 7,28 % que pertenece al grupo de plantas
con cambios en su coloracion, seguida por “Hojas delgadas” con el 2,48 %, “Hojas rojas” con
1,19 %, “Hojas pequenas” con 0,67 %, “Hojas redondas” con 0,52 %, “Hojas albinas” con
0,10 %, “Hojas con borde deforme” con 0,10 %, “Hojas con doble color (quimera) con 0,05
%, “Hojas con manchas blancas” con 0,05 %, concordando con los datos obtenidos por Garcia
et al. ( 2000) que expone, que el mayor nimero de variaciones fenotipicas que obtuvo fueron
en la coloracion de las hojas. Linaceo y Vasquez (1993) citado por Fuchs, Gonzales, Castroni,
Diaz, & Castro (2002); también mencionan que entre los cambios que presentan las plantas
tratadas con mutagénicos destaca el albinismo que pertenece a cambios en la coloracién de las

hojas, en estos resultados no destaca el albinismo, pero si se presento ese tipo de variacion.

En lo referente al contenido de clorofila en las hojas, de acuerdo a los datos de la
medicion final realizada a los 78 dias después de la inoculacion, arrojaron que el contenido
final de clorofila disminuy6 en relacion a la medicién inicial tomada antes de la inoculacion de
las plantas ya que al verse afectado por el ataque de este patdgeno, destruye el tejido
fotosintetico de las hojas, aumentando la tasa de respiracion foliar y reduciendo la
conductividad estomética, que contribuye al desplome de la fotosintesis neta (Fn) y la

transpiracion foliar (E), como consecuencia, el ataque del patdgeno reduce la proporcién de
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fotoasimilados disponibles para la plantas y por ende el crecimiento y produccion de area
foliar decaen, por el aumento de la severidad de esta enfermedad (Hidalgo, Tapia, Ridriguez,
& Serrano, 2006). Se conoce que la fotosintesis es la conversion de la energia solar o luminica
en energia quimica, para transformarlos en compuestos organicos asimilables por los
organismos autdtrofos, es un proceso complejo que incluye el transporte de electrones y el
metabolismo fotosintético del carbono. La clorofila es un pigmento esencial en el proceso de
la fotosintesis, ya que absorbe la luz visible en forma de fotones, y esta una vez cargada
transporta electrones al aceptor primario de electrones en el fotosistema, proceso que sirve
para la sintesis de ATP. Los pigmentos absorben luz de diferentes longitudes de onda y las
longitudes de onda que se absorben, desaparecen. Cuando se observa una hoja, se percibe el
color verde debido a que la clorofila absorbe luz azul-violeta y roja (Campbell & Reece,
2007). La reflectancia espectral a 675 nm es muy sensible a los cambios en el contenido de
clorofila, pero esto limita su uso a solo unas muestras con concentraciones muy bajas de
clorofila (<10ug cm-2) (Araus et al., 2001) citado por (Reynolds, Pask, Mullan & Chavez,
2012). Sin embrago, la absorcion de la clorofila a 550 nm es menor, significando que es
menos sensible a los cambios de la clorofila, que no es facil de saturar y que puede ser usada
para estimar contenidos de clorofila en doseles o en hojas a través de un rango, mayor. Existen
indices que han sido usados para estimar contenidos de clorofila y carotenoides en otras
especies. ElI medidor de clorofila SPAD-502 es un medidor manual para una sola hoja que
mide la clorofila mediante la transmisién de la luz a 650 nm y 940 nm. Las lecturas del SPAD
han demostrado estar fuertemente correlacionados con la clorofila extraida de las plantas
(Yadava, 1986; Dwyer et al., 1991 citados por Reynolds, Pask, Mullan & Chavez 2012)

El contenido de clorofila en la hoja esta estrechamente relacionado con la concentracion de
N ya que este es necesario para la sintesis de clorofila. Determina el nivel de verdor de las
hojas y la eficiencia de los procesos fotosintéticos que se realizan en ellas. Asi, plantas
adecuadamente fertilizadas con nitrégeno presentan un color mas verde en sus hojas, en
comparacion con aquellas sometidas a una fertilizacion deficiente. De hecho, la deficiencia de
nitrégeno se manifiesta al comienzo, con un amarillamiento de las hojas méas viejas (hojas
basales), sintoma que puede llegar a ser masivo. Dada esta base fisioldgica es posible deducir

que, al medir el contenido de clorofila, se puede estimar el contenido de nitrégeno en la planta
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y asi conocer el estado nutricional del cultivo. Este hecho nos permitiria mejorar este estado
nutricional en el caso de que fuese deficiente (Villar et. al., 2003 citado por Pezonaga, 2013).

Las plantas con los promedios ponderados de infeccion (PPI) mas bajos poseen los
codigos: “2386” con 0,33 % (120 Gy-1V), “2267” con 0,50 % (60 Gy-III), “909” con 0,67 %
(2 %-3H-), <1436 con 0,67 % (1 %-3H-), “439” con 0,83 % (40 Gy-IV), “638” con 0,83 %
(60 Gy-1V), que presentaron indices inferiores a 1% lo cual nos indica una tolerancia mayor en
relacion a los controles y las demas plantas ya que como menciona (Almodévar & Diaz,
2007), un PPI menor de 2 % indica un bajo indice de dafio en plantaciones con un buen
manejo, y que el indice de dafio sera mayor segin aumenta el PPI, por lo tanto podemos decir

que a menor dafio, mayor tolerancia.
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6. CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos se concluye:

La DLsp Optima de irradiacion gamma para meristemos apicales en el cultivar
“Williams” se encuentra en el rango de entre 55 a 60 Gy, y la concentracion optima del
quimico (EMS) en meristemos apicales fue de 0,83 % que representan 120 mg de EMS en la
solucion mutagénica o 120 uL de EMS en la solucion (4,83 mM/L), con un TLso de 5 horas
con 42 minutos, y en microcormos fue de 0,38 % que representan 57 mg de EMS, con un TLsg
de 8 horas con 10 minutos, en la solucion mutagenica o 57 uL de EMS en la solucion (0,56
mM/L)

Las plantas que presentaron de acuerdo a las evaluaciones la mayor tolerancia a Sigatoka
negra, presentando un PPl menor al 1 % pertenecen a los cddigos: “2386” con 0,33 % (120
Gy-1V), “2267” con 0,50 % (60 Gy-I1l), “1436” con 0,67 % (1 %-3H-) y “909” con 0,67 % (2
%-3H-), “439” con 0,83 % (40 Gy-1V), “638” con 0,83 % (60 Gy-1V), “905” con 0,83 % (2
%-3H).

Los resultados indican que en la dosis de 120 Gy la sobrevivencia fue de un 7 %
pudiéndose multiplicar los explantes sobrevivientes los cuales respondieron con un buen
desarrollo y se regeneraron sin problemas, podemos concluir entonces con que los explantes
pueden soportar hasta dicha dosis, pero el porcentaje de sobrevivencia es minimo, y una vez
regenerados recuperan su potencial de crecimiento y desarrollo sembrados en las condiciones

apropiadas.
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A partir de los 140 Gy la sobrevivencia fue nula, siendo letal también en las dosis
superiores a esta, y asi se pudo demostrar que a medida que aument6 la dosis de irradiacion la

mortalidad también aumentaba.

El mayor porcentaje de variaciones fenotipicas que se observo, fueron en las plantas
tratadas con el mutagénico quimico, en la dosis de 2 %-3H con un nimero de 56 plantas que
conforman el 2,89 % del total de las plantas sobrevivientes, seguida de la dosis de 40 y de 60
Gy con un porcentaje de 1,60 % y 1,60 % respectivamente y un nimero de 31 plantas en cada
una de estas dosis.

El mayor porcentaje de plantas presentes por cada uno de los tipos de variaciones
fenotipicas se observaron en el grupo de plantas con cambios en la coloracién de las hojas,
donde la caracteristica principal fueron rayas blanquecinas (hojas rayadas) con 7,28 %,

seguida por las hojas delgadas con 2,48 % en relacion del total de las plantas sobrevivientes.

Es evidente que de acuerdo a los datos obtenidos, la mortalidad en el ensayo con los
microcormos a los que se les aplico radiacion gamma, fue descartado, ya que no hubo
sobrevivencia y solo se trabajé con los meristemos apicales, en los microcormos a los que se
les aplicé EMS si hubo sobrevivencia; pero también fue baja, debido a que las condiciones en

las que se desarrollaron los meristemos fueron mas favorables.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la investigacion en condiciones de campo ya que asi se
podra probar si las variaciones fenotipicas se mantienen en estos individuos desarrollados
totalmente, y si se mantienen, se podria observar si son heredables, realizando evaluaciones en

otros ciclos del cultivo.

Las plantas que presentaron los promedios ponderados de infeccion (PPI) méas bajos
deben ser inoculadas en condiciones de campo y evaluar la severidad de la Sigatoka negra en
sus hojas bajo estas condiciones, de esta manera se podrian confirmar los datos de tolerancia

obtenidos en las evaluaciones en vivero.

Para obtener un mayor nimero de mutantes funcionales se recomienda seguir probando
otros ensayos con dosis en el rango entre 55 y 60 Gy en el caso de radiacion gamma y dosis
entre 0,5y 1 % de EMS con tiempos entre 5 y 6 horas en el caso del mutagénico quimico
ambos mutagénicos trabajando con el explante manejado en condiciones in vitro denominado
meristemo apical, y es necesario trabajar con un nimero de plantas manejables para realizar

las evaluaciones a nivel de vivero.

La contaminacion de los explantes en condiciones in vitro por mantener a estos en
remojo y asi bajar la concentracion hormonal, no es recomendable ya que aumenta el

porcentaje de contaminacion de estos.

Realizar pruebas con vitroplantas enteras sin removerle sus raices ni su pseudotallo ya
que al dafiarlas se estresan y los cortes son vias de acceso para cualquier patdgeno, ya que el
efecto que causan los mutagénicos sumado con los cortes realizados, estresan al microcormo e

influyen en el desarrollo del mismo.
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Realizar pruebas de citometria celular para verificar si hubo una disminucion, aumento o

cambio en el ADN del cultivar de banano en estudio.

8. RESUMEN

Existen varias enfermedades que atacan al banano, pero la principal es la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis, Morelet) que es una enfermedad que ataca a las hojas, reduciendo
su capacidad fotosintética, bajando de esta manera los rendimientos en las haciendas. Para
controlar esta enfermedad se utilizan fungicidas que causan resistencia en esta plaga; ademas,
un gran dafio al ambiente y las personas que viven y trabajan en las bananeras. Se han buscado
alternativas para controlar esta enfermedad, pero se ha concluido en que el mejoramiento
genético es la mejor via. Convencionalmente llegar a obtener un nuevo genotipo resulta
extremadamente dificil en este cultivo, por su esterilidad y partenocarpia, por esta razén es que
se ha tomado la alternativa del mejoramiento mediante mutagénesis inducida aplicando
mutageénicos fisicos y quimicos y complementando con la técnica de cultivo de tejidos, para

obtener mutantes que presenten resistencia o tolerancia a varias enfermedades.

Para este estudio se utilizaron Rayos Gamma y Ethylmethanesulfonate que son agentes, que
han sido utilizados en varios estudios ya que pueden provocar mutaciones, las dosis de
radiacion aplicadas fueron: 0, 20, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 150, 160, 180, 200, 250,
300, 350 y 500 Gy. Las dosis aplicadas de EMS fueron: 0, 0.5, 1y 2 % por dos tiempos: 3y 6
horas. ElI material vegetal utilizado para este estudio fueron meristemos apicales y
microcormos del cultivar Williams (AAA) perteneciente al subgrupo Cavendish, los cuales se

manejarian en condiciones in vitro y de vivero, respectivamente.

Estos explantes fueron evaluados a los 30 dias posteriores a la aplicacion de los mutagénicos,
para determinar el porcentaje de mortalidad producido por estos agentes, variable que sirvio
para la determinacion de la DLsp, que en el ensayo con rayos gamma, en los meristemos
apicales fue de 56,64 Gy en el irradiador de Quito y 58,32 Gy en el irradiador de Aloag. La
DLso en los microcormos no se pudo determinar ya que la mortalidad fue total. En el ensayo
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con EMS la DLso en meristemos apicales fue de 0,83 % que representan 120 mg de EMS en la
solucién mutagénica o 120 uL de EMS en la solucién 4,83 mM/L y en los microcormos fue de
0,38 % que representan 57 mg de EMS en la solucion mutagénica o 57 uL de EMS en la
solucion (0,56 mM/L). Para la determinacion de la dosis letal media se utilizé el método
Probit.

Los explantes sobrevivientes fueron micropropagados en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Estacion Experimental del Litoral Sur Dr. Errique Ampuero Pareja, hasta
completar 10000 plantas. De estos solo se aclimataron 1936 a las cuales se les midi6 el
contenido de clorofila de sus hojas antes de ser inoculados con soluciones miceliales de
(Mycosphaerella fijiensis, Morelet) a una concentracion de 2,06 x 10° fragmentos de
micelio/mL. Este hongo se desarroll6 en el Laboratorio de Fitopatologia de la misma estacion.
Posteriormente fueron evaluadas de acuerdo al método de Stover modificada por Ghaul, donde
se evalud el desarrollo y evolucion de pizcas de Sigatoka de acuerdo a la escala de Fourg,
para determinar el indice de severidad en cada planta y determinar el Promedio Ponderado de
Infeccion (PPI), que es un indicador de resistencia o tolerancia, las plantas con el PPI mas bajo
fueron identificadas. También se detectaron las variaciones fenotipicas desarrolladas, donde la
dosis de 2 %-3h con 2,89 % present6 el mayor numero de variaciones fenotipicas seguida por
las dosis de 40 y 100 Gy con 1,60 % de variaciones cada una; se evalud también el tipo de
variacion que presenté mayor nimero de plantas las que fueron: “hojas rayadas” con 7,8 %,
seguida por “hojas delgadas” con un 2,48 %; por ultimo a los 78 dias a estas plantas se les
volvié medir el contenido de clorofila para realizar la comparacion con la medicion inicial
dandonos como resultado una baja de la clorofila en la medicion final, la que se presume fue

debido a la destruccion del &rea foliar ocasionado por la Sigatoka negra.
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9. SUMMARY

There are several diseases that attack bananas, but the main one is the black Sigatoka
(Mycosphaerella fijiensis, Morelet), which attacks the leaves, reducing their photosynthetic
capacity, thus lowering the output on farms. Fungicides to control the disease cause pest
resistance, great damage to the environment and also to the people who live and work on
banana plantations. To control this disease some alternatives have been sought, although
genetic improvement is the best way. Conventionally in this crop, to get a new genotype is
extremely difficult because of sterility and parthenocarpy conditions, for this reason,
improvement through mutagenesis using physical and chemical mutagens and the tissue
culture technique as a complement to get resistant or tolerant mutants to diseases have been

used.

As in several studies to cause mutations, Gamma rays and ethylmethanesulfonate have
been used, in this case doses 0, 20, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 150, 160, 180, 200, 250,
300, 350 and 500 Gy of radiation were applied. For EMS doses 0, 0.5, 1 and 2% were applied
for two times: 3 and 6 hours. The plant material used for this study were apical meristems and
microcorms of Williams cultivar (AAA) subgroup Cavendish, which were managed under in

vitro conditions and nursery respectively.

These explants were evaluated 30 days after application of mutagens to determine the
percent mortality produced by these agents. To determine the median lethal dose probit
method was used. Thus the LDsp was determined as 56.64 Gy in the Quito’s irradiator and
58.32 Gy in the irradiator of Aloag. The LD50 in microcorms could not be determined
because of the total mortality of these plant material. In the assay with EMS, LDs, for apical
meristems was 0.83 % that represented 120 mg of EMS in the mutagenic solution or 120 uL of
4.83 mM the EMS / L while in microcorms was 0.38 % representing 57 mg of EMS in the
mutagenic or 57 uL solution of EMS in (0.56 mM / L) solution.

To complete 10,000 plants, the survivors explants were micropropagated in the
Biotechnology Laboratory of the Experimental Station Dr. Errique Ampuero Pareja of INIAP;

nevertheless only 1936 were put in nursery where the chlorophyll content of the leaves were
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measured before being inoculated with mycelial solutions (Mycosphaerella fijiensis, Morelet)
of 2.06 x 10° mycelial fragments / mL as concentration. This fungus was developed in the

Laboratory of Pathology of the station.

In nursery, the banana plants were evaluated according to the Stover’s method modified
by Ghaul where the development and evolution of spots of Sigatoka according to the scale of
Fouré, was evaluated to determine the severity index in each plant and determine the
Weighted Average Infection (PPI), which is an indicator of resistance or tolerance, plants with
the lowest PPI were identified. Phenotypic variations were determined, where the dose of 2 %
to 2.89 % -3h had the highest number of phenotypic variation followed by doses of 40 Gy and
100 variations with 1.60 % each; furthermore the type of variation presented was analized,
thus "striped leaves"” with 7.8 % and" long slim leaves" with 2.48 %, Finally, 78 days after, the
chlorophyll content was measured again for comparison with the initial measurement, where
low chlorophyll in the final measurement was revealed, which was presumable due to the

destruction of leaf area caused by black Sigatoka.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Lista de reactivos, materiales y equipos

Reactivos Materiales
Nitrato de amonio NH;NO; Guantes de latex
Nitrato de Potasio KNO3 Mascarillas

Potasio dihidrogeno fosfato KH,PO,4
Fosfato de potasio monobasico
Acido borico H;BO;

Sulfato de Manganeso MnSO, 4H,0
Sulfato de Zinc ZnSO, 7H,0
EthylMetanosulfonate

Sulfato de cobre CuSO, 5H,0
Sulfato de magnésio MgSO, 7H,0
Yoduro de potasio Kl

Acido Nicotinico

Cloruro de cobalto

Acido molibdico

Glicina

Na2-EDTA

Fe;SO, 7H,0

Biotina

Caseina Hidrolizada

Sucrosa

Acido indol 3 acético
6-Bencilaminopurina

Gellam gum

Adenine sulfate

Tetraciclina Hydrochloride
L-Cysteina

Myoinositol

alcohol etanol 98% y 70%
Cloro 10%

Thiamina

Arginina

Acido Ascorbico
6-Furfurilaminopurina
Piridoxina

Hojas de bisturi N° 11 rz 10922-05

Mango para bisturi hoja N° 11 rz 10922-05
Tarrinas transparentes con tapa 500 ml.
Tarrinas transparentes con tapa 250 ml.
Tarrinas transparentes con tapa 125 ml.
Vasos transparentes de plastico con tapa de 250 ml
Erlenmeyer Flask 125 ml GLASSCO
Erlenmeyer Flask 250 ml GLASSCO
Pipetas

Vasos de precipitacion

Probetas

Fundas autoclavables

Pinzas

Papel aluminio

Cajas Petri

Strech film

Parafilm

Desinfectantes

Papel Toalla

Equipos

Shaker

Platos calentadores

pH metro

Camara de flujo laminar
Autoclave

Irradiador

Balanza analitica

Estufa

Congelador
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Anexo 2. Lista de reactivos para la preparacion de las soluciones Stock o madres para la

preparacion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

Constituyentes

Concentracién de la
solucién madre

Volumen de la solucion
madre por litro de medio

Macros
Nitrato de potasio

Nitrato de amonio

Fosfato de potasio monaobasico
Sulfato de magnesio heptahidratado

Micros

Sulfato de manganeso monohidratado

Acido bérico
Sulfato de cobre
Sulfato de zinc
Acido molibdico
Cloruro de cobalto
Hierro

Sulfato ferroso
EDTA disodium salt
CALCIO

Cloruro de calcio
Yoduro

Yoduro de potasio
Vitaminas

Acido nicotinico
Piridoxina
Thiamina

Glicina

Arginina

Biotina

AlA

Acido Indol Acético
KIN
6-Furfurilaminopurina
BAP
Bencilaminopurina

76 g/L
66.5 g/L
6.8 g/L
14.8 g/L

16.9 g/L
6.2 g/L
0.5¢g/L
10.5g/L
0.5¢0/L
0.05¢/L

2.78 g/L
3.74 g/L

17.6 g/L

0.8¢g/L
50 mg/L
50 mg/L
100 mg/L
200 mg/L
1.25 mg/L
170 mg/L

1lg/L

lg/L

1g/L

25 ml

1ml

10 ml

2,9 ml

1ml

10 ml

Varia de acuerdo al medio

Varia de acuerdo al medio

Varia de acuerdo al medio
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Anexo 3. Lista de soluciones Stock y cantidades para la preparacion de 1L de medio de

cultivo MS, para utilizar en diferentes etapas de crecimiento del explante.

Stock Iniciacion Multiplicacion Enraizamiento
1. Macronutrientes 25 ml 25 ml 25 ml
2. Micronutrientes 1ml 1ml 1ml
3. Hierro 10 ml 10 ml 10 ml
4. Calcio 29ml 2,9 ml 2,9ml
5. Yoduro 1ml 1ml 1ml
6. Vitaminas 10 ml 10 ml 10 ml
7. AIA 1ml 5ml
8. KIN 1ml
9. BAP 1ml 5 ml
10. 2-4-D
11. Myo-Inositol 100 mg 100 mg 100 mg
12. Acido Ascérbico 50 mg 50 mg 50 mg
13. Sacarosa 3049 3049 30g
14. Gellam Gum 29 2g 29
15. Carbén activado 200 mg
16. pH 56-5,8 56-5,8 56-58
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Anexo 4. Dosis y tiempos de aplicacion de radiacion gamma en explantes (Irradiador

Politécnica Nacional, Quito)

Tiempo (minutos)

Tasa de Dosis (Gy/h)

Distancia Tasaa40cm 169,32
Dosis (Gy) 40cm 50 cm Tasa a 50 cm 116,01
20 7,08 10,34
40 14,17 20,68
50 17,72 25,86
60 21,26 31,03
70 24,8 36,2
80 28,35 41,37
100 35,44 51,72
120 42,52 62,05
140 49,61 72,39
150 53,15 77,58
160 56,7 82,73
180 63,79 93,07 Tiempo de exposicion
200 70,87 103,44
250 88,59 129,3 Distancia al centro
300 106,31 155,16
350 124,03 181,02 Dosis de irradiacion
400 141,74 206,88
450 159,46 232,74
500 177,18 285,6

Se explican las dosis aplicadas en las irradiaciones hechas en la unidad de irradiacion de la Politécnica
Nacional de Quito, donde los explantes fueron ubicados a diferentes distancias y dependiendo de la
distancia se determinan los tiempos de exposicion.
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Anexo 5. Dosis y tiempos de aplicacion de radiacion gamma en explantes (Irradiador Aloag)

Tiempo de irradiacion en meristemos apicales de banano.
Repeticiones

Dosis (Gy) | 1 1 Minutos
0 10 10 10 0
20 10 10 10 2.79
40 10 10 10 5.58
60 10 10 10 8.37
80 10 10 10 11.16
100 10 10 10 13.94
120 10 10 10 16.73
140 10 10 10 19.52
160 10 10 10 22.31
180 10 10 10 25.1
Subtotal 100 100 100
Tiempo de irradiacion en microcormos de banano
) Repeticiones
Dosis (Gy) | 1 i Minutos
0 50 50 50 0
20 50 50 50 2.79
40 50 50 50 5.58
60 50 50 50 8.37
80 50 50 50 11.16
100 50 50 50 13.94
120 50 50 50 16.73
140 50 50 50 19.52
160 50 50 50 22.31
180 50 50 50 25.1
Subtotal 500 500 500

Se explican las dosis aplicadas en la irradiacién hecha en Aloag, donde la dosis depende de los tiempos de
radiacion a la que se expusieron los explantes.
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Anexo 6. Cuadro de transformacion de porcentajes de mortalidad a Probit

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 541 5.44 5.47 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33
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Anexo 7. Protocolo para la obtencién de colonias de Sigatoka negra.

Protocolo de aislamiento y multiplicacion de ascosporas de (Mycosphaerella fijiensis,
Morelet.), para formacion de colonias y desarrollo del inoculo.

Estas actividades se realizaron en el Laboratorio de Fitopatologia de la Estacion
Experimental Litoral Sur, Dr. Enrique Ampuero Pareja del INIAP y en haciendas de la

localidad.

Colecta de muestras foliares para el aislamiento del hongo Mycosphaerella fijiensis,
Morelet.

El protocolo utilizado fue el de Stover 1976, citado por Cedefio (2010), las muestras se
tomaron en diferentes zonas, se seleccionaron hojas enfermas en estadio 6 en la escala de
Fouré, y se cortaron las partes mas afectadas, para luego trasladarlas al Laboratorio de
Fitopatologia para realizar el aislamiento del hongo. Se empez6 limpiando con papel toalla el
exceso de polvo de las muestras, luego se cortaron en trozos pequefios rectangulares las partes
con mayor cantidad de peritecios que es donde se almacenan las ascosporas. Estas muestras se
sometieron al proceso de camara himeda, para ello; se remojo el papel toalla con agua
destilada y se lo colocé en el fondo de la funda (en una de las puntas) luego, se guardaron
dentro de esta dejando una camara de aire y se la sell6. Estas muestras se mantuvieron durante

48 horas a temperatura ambiente para la maduracién de los peritecios.

Preparacion del medio agar agua.

Se pesaron 30 g de Agar-Bacto (Gelose Bacto) en una caja Petri. Esto se vertid en agua
destilada (1000 mL) dentro de un recipiente metalico el cual se sometié al fuego hasta que el
agar se disolvio por completo. Después se dispenso el agar (1000 mL) dividiendo el volumen
total en 4 matraces Erlenmeyer (250 mL c/u), para esterilizados en el autoclave a 121°C por
30 minutos. Posteriormente, se dispensd el medio en cajas Petri estériles, dentro de una
camara de flujo laminar, para evitar cualquier riesgo de contaminacion, utilizando como ayuda

el mechero de alcohol.
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Proceso de descarga de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis, Morelet.

Luego del proceso de céamara humeda, los trozos cortados fueron grapados en
rectangulos de cartulina con dimensiones de 10 cm de largo y 8 cm de ancho, para luego
sumergirlos dentro de un recipiente (vaso de precipitacion) con agua destilada durante 5
minutos, de ahi se los retird y se los dejo escurrir bien. Finalmente, se los ubicé de manera
répida entre la base de la caja Petri y su tapa, dejandolos sostenidos entre ambos, de manera
que la muestra de hoja quede mirando hacia el agar agua para que se descarguen las

ascosporas sobre este, el proceso de descarga fue de 2 horas.

Observacion de ascosporas en el medio agar agua y aislamiento de las mismas.

Una vez que se completaron las dos horas, se procedié a la observacion del agar-agua
dentro de las cajas Petri, para poder realizar el aislamiento de las ascosporas usando un asa
esterilizada, esta actividad se realizd dentro de una camara de flujo laminar utilizando para la
observacion un microscopio, cuando se logré detectar una ascospora se la capturd con el asa y
se la inoculo en el agar PDA, esto para el desarrollo de las colonias, manteniéndolas en
incubacion a 26 °C por 20 dias, en condiciones de total oscuridad. Una vez transcurrido ese
tiempo, las colonias visibles se transfirieron a un Erlenmeyer de un litro de capacidad,
conteniendo 300 mL de medio liquido V8 y se mantuvo a 28 °C en un agitador (130 rpm) por
15 dias. Luego de este periodo, se observé la formacién de colonias en formas de pequefias
esferas algodonosas de color gris oscuro que se separaron del medio liquido mediante

filtracion a través de cuatro capas de gazas estériles.

Preparacion del agar PDA (potato dextrose agar).

Para la preparacion de este medio, se utilizd el mismo procedimiento que se usé para la
preparacion del agar agua, pero se sustituyo el agar agua por DifcoTM Potato Dextrose Agar
39 g/L de agua destilada. Al momento de la dispensacion se aplico una gota de acido lactico

por caja Petri para mantener el medio desinfectado.
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Anexo 8. Evaluacion de los meristemos apicales a los 15 de dias posteriores a la irradiacion, donde se puede observar la diferencia en el desarrollo a
medida que la dosis aumenta.- A. 20 Gy; B. 40 Gy, C. 60 Gy; D. 80 Gy; E. 100 Gy; F. 120 Gy; G. 140 Gy; H. 160 Gy; 1. 180 Gy

Anexo 9. Evaluacion de los meristemos apicales a los 30 de dias posteriores a la irradiacién, donde se puede observar la diferencia en el desarrollo a
medida que la dosis aumenta.- A. 20 Gy; B. 40 Gy; C. 60 Gy, D. 80 Gy; E. 100 Gy; F. 120 Gy; G. 140 Gy; H. 160 Gy, I. 180 Gy
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