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RESUMEN
La mejora genética de bananos mediante transformación genética requiere de un sistema de selección
eficiente. Uno de los marcadores de selección más utilizados es el gen bar de Streptomyces hygroscopicus,
el cual codifica para la fosfinotricin acetil transferasa y confiere resistencia a la fosfinotricina y al glufosinato
de amonio. Estos son ingredientes activos en varios herbicidas comerciales como el Basta®, Finale® y
Liberty®. La presente investigación tuvo como objetivo determinar la concentración mínima letal de glufosinato
de amonio (Finale®) sobre agregados celulares embriogénicos, brotes cultivados in vitro y plantas cultivadas
en casa de cultivo de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA). Se utilizaron diferentes concentraciones de
este herbicida en el cultivo de agregados celulares embriogénicos (5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 mg l-1), brotes
cultivados in vitro  (0, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 mg l-1) y fue aplicado al follaje de plantas en casa de cultivo (0, 5.0,
10.0, 20.0, 30.0, 40.0 g l-1). Se determinó que la concentración mínima letal en agregados celulares
embriogénicos fue 20.0 mg l-1, en brotes in vitro de 3.0 mg l-1  y en plantas en casa de cultivo 30.0 g l-1 de
glufosinato de amonio. Los resultados demostraron que es posible utilizar el glufosinato de amonio como
agente selectivo de transformantes que porten el gen bar.

Palabras clave: agente selectivo, Finale®, cultivo de tejidos, transformación genética

ABSTRACT
Genetic breeding of bananas by genetic transformation requires an efficient selection system. One of the
selection markers most widely used is the bar gene from Streptomyces hygroscopicus, which encodes
phosphinothricin acetyltransferase and confers resistance to phosphinothricin and glufosinate-ammonium,
the active ingredients in several commercial herbicides such as BASTA®, Finale® and Liberty®. The present
investigation was aimed to determine the minimum lethal concentration of glufosinate-ammonium (Finale ®)
on embryogenic cell aggregates, in vitro cultured shoots and plants grown in greenhouse of banana cv.
‘Grande naine’ (Musa AAA). Different concentrations of this herbicide were used in the culture embryogenic
cell clusters (5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 mg l-1), in vitro cultured shoots (0, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 mg l-1). This
was also applied to the foliage of plants in greenhouse (0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0 g l-1). Results showed
that the minimum lethal concentration in embryogenic cell clusters was 20.0 mg l-1 glufosinate ammonium,in
in vitro shoots 3.0 mg l-1 and in plants in greenhouse 30.0 g l-1. Results also demonstrated that the use of
glufosinate ammonium as a selective agent of transformants carrying the bar gene is possible.

Keywords: selective agent, Finale®, genetic transformation

INTRODUCCIÓN

Los bananos y plátanos se encuentran
ampliamente distribuidos en el mundo y son
un componente importante en la alimentación
de millones de personas. La producción
mundial  de musáceas (banano y plátano)
alcanza hasta 108 millones de toneladas
métricas por año y de ellas el 68% corresponde
a banano, según la Fundación Hondureña de
Investigaciones Agrícolas (FHIA, 2007). Sin

embargo, son afectados por varias
enfermedades fúngicas dentro de las cuales
se destaca como la más nociva la Sigatoka
negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet).  Esta
ha tenido un serio impacto en la producción de
bananos especialmente sobre el cultivar
‘Grande naine’ (Musa AAA; Cavendish) que es
el más comercializado a nivel mundial.  Es por
ello, que la búsqueda de alternativas para
desarrollar nuevas variedades resistentes a
esta enfermedad es una  necesidad.
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La ingeniería genética aparece como una vía
para superar las limitaciones que presentan los
métodos convencionales de mejoramiento
genético en el género Musa, gracias a la
posibilidad de introducir cambios genéticos
específicos en un corto período de tiempo (Sagi
et al., 1994).

En la transformación genética de bananos los
dos métodos más utilizados han sido el
bombardeo de partículas (Becker et al., 2000;
Matsumoto et al., 2005) y la mediada por
Agrobacterium tumefaciens  (Ganapathi et al.,
2001; Khana et al., 2004;  Remy et al., 2005).

El establecimiento de un sistema de
transformación genética requiere que la
construcción que se introduce tenga genes
marcadores que permitan la selección de los
tejidos transformados. Dentro de estos, los
más utilizados son neo y hpt que confieren
resistencia a los antibióticos kanamicina e
higromicina, respectivamente  y el gen bar o
pat a los herbicidas que tienen como ingrediente
activo fosfinotricina (Miki y McHug, 2004).

El glufosinato de amonio  es un compuesto que
se usa como herbicida no selectivo, de gran
aceptación en la agricultura moderna ya que solo
actúa sobre las partes verdes de la planta (Bayer
CropScience, 2005). Contiene intrínsecamente al
isómero L- de la fosfinotricina, responsable de la
actividad herbicida, que inhibe la actividad de la
enzima glutamina sintetasa, la cual interviene en
la asimilación del nitrógeno y como resultado
se alcanzan niveles tóxicos de amonio en las
células de la planta. Está registrado en más de
80 países bajo diferentes nombres tales como:
BASTA®, Liberty®, Finale® y Rely® (Bayer
CropScience, 2005). La resistencia a este
herbicida ha sido desarrollada a través de un
sistema de detoxificación. La enzima
fosfinotricina acetil transferasa (PAT) codificada
por el gen bar  de Streptomyces hygroscopicus
o el gen pat  de Streptomyces
viridochromogenes  convierten el glufosinato
de amonio en N-acetil glufosinato que es un
compuesto no fitotóxico para la planta.

Varios autores han utilizado el glufosinato de
amonio para la selección de plantas
transformadas en diferentes cultivos (Yoon
et al., 2002; Shu et al., 2005). Sin embargo,
en el género Musa existen pocos trabajos que
describan la utilización del glufosinato de

amonio  para la selección de plantas
transformadas (Sreeramanan et al., 2006). La
mayoría de las investigaciones  refieren el
empleo de  la higromicina B (Sági et al., 1995;
Tripathi et al., 2005; Sreeramanan et al., 2006),
geneticina o kanamicina (Khana et al., 2004;
Remy et al., 2005).

En Cuba se han desarrollado protocolos de
transformación genética en bananos y plátanos
(Daniels et al., 2001) en el híbrido ‘FHIA-21’
(Musa AAAB) y en el cultivar ‘Grande naine’
(Busot et al., 1999; Bermúdez-Caraballoso,
2006), pero no se ha informado el uso del
herbicida comercial Finale® (15%) como agente
selectivo. El empleo de este último pudiera
hacer que el proceso de selección fuera menos
costoso, por la fácil adquisición del producto
ya que este se aplica a los cultivos para el
control de malezas.

La selección de células transformadas es uno
de los factores clave en el desarrollo de un
método exitoso de transformación genética y
en ello el tipo de explante es un factor a valorar
para evitar falsos positivos.  De forma general,
en plátanos y bananos la selección se ha
realizado en agregados celulares
embriogénicos, protoplastos, yemas simples
y meristemos apicales (Sági et al., 1995;
Tripathi et al., 2005, Sreeramanan et al., 2006).

Sobre la base de lo planteado anteriormente
se requiere estudiar el empleo del glufosinato
de amonio como marcador de selección. El
presente trabajo tuvo como objetivo determinar
la concentración mínima letal de glufosinato de
amonio (Finale®) sobre agregados celulares
embriogénicos, brotes cultivados in vitro y
plantas cultivadas en casa de cultivo de banano
cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA).

Con este trabajo se presenta, por primera vez,
el efecto del glufosinato de amonio (Finale®) en
diferentes niveles celulares  del cultivo del
banano. Estos resultados posibilitarán realizar
la selección del máximo de líneas
transformadas genéticamente en este cultivo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Glufosinato de amonio

A partir del herbicida  comercial Finale® en
solución (15%) (Bayer CropScience, 2005) se
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prepararon las concentraciones deseadas en
agua o medio de cultivo, para cada ensayo.

Determinación de la concentración mínima
letal de glufosinato de amonio

Agregados celulares embriogénicos

Con los objetivos de describir el efecto y
determinar la concentración mínima letal de
glufosinato de amonio sobre agregados
celulares se incluyeron en este estudio cinco
concentraciones (5.0, 10.0, 15.0, 20.0 y 25.0
mg l-1 ) en el medio de cultivo.

Los agregados celulares de banano cultivar
‘Grande naine’ (Musa spp. AAA) fueron
tomados de suspensiones celulares
embriogénicas con ocho a diez meses de
cultivo. Estas habían sido  establecidas a partir
de embriones somáticos obtenidos del cultivo
in vitro de flores masculinas inmaduras. Para
la multiplicación de las suspensiones celulares
se utilizó una densidad celular de cultivo inicial
de 3.0% del volumen de células sedimentadas
(VCS) según la metodología propuesta por
Kosky et al. (1999).

Se utilizaron cinco placas Petri (5.0 cm de
diámetro) por cada tratamiento que contenían
10.0 ml de medio de cultivo descrito por
Bieberach (1995) [Sales y vitaminas Murashige
y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962), 1.0
mg l-1 de biotina, 100.0 mg l-1 de extracto de
malta, 1.0 mg l-1 de ácido 2,4-diclofenoxiacético
(2,4-D), 45.0 g l-1 de sacarosa y 3.0 g l-1 Gelrite®
(SIGMA)]. El pH fue ajustado a 5.6 antes de la
esterilización por autoclave.. Después fue
añadido el glufosinato de amonio al medio de
cultivo en la cabina de flujo laminar cuando este
tenía aproximadamente 45ºC, sin modificar el
pH del medio de cultivo.

En tubos cónicos de 15.0 ml de capacidad
se ajustó el volumen de células
sedimentadas al 33.0% y luego, con una
micropipeta (GILSON) de 1 000 μl con la
punta cortada, se homogenizó la suspensión
celular. Posteriormente, sobre papel de filtro
se ubicaron mallas de poliestireno de 1.0
cm2. Sobre cada una de ellas se depositaron
150 μl de la suspensión celular y se determinó
la masa fresca inicial. Las mallas retienen las
células y el papel de filtro absorbe el exceso
de medio de cultivo. Finalmente, en las

placas Petri que contenían el medio de cultivo
más el agente selectivo, fueron colocadas las
mallas, se sellaron con Parafi lm® y se
colocaron a la oscuridad a 27 ± 2ºC. Cada
15 días durante dos meses fueron realizados
subcultivos a medio de cultivo fresco que
contenía el agente selectivo. Se incluyó un
control sobre medio de cultivo sin agente
selectivo. Este experimento se repitió dos
veces en el tiempo.

Las evaluaciones se realizaron en el momento
de cada subcultivo y consistieron en determinar
la masa fresca y el incremento en peso
respecto al control. Se calculó, además, el
índice medio (Im) según Labrada (1999):
Im =  100 (Ii / Ic)
Donde: Ii = Valor de masa fresca en el tratamiento
con el agente selectivo
            Ic = Valor de masa fresca en el control

Además, a las cuatro y ocho semanas de
cultivo se determinó la mortalidad celular en los
agregados celulares embriogénicos cultivados
en las diferentes concentraciones del agente
selectivo, de forma visual y con el empleo del
microscopio óptico OPTON (Axioskop). Para
esto último se tomó una muestra representativa
de agregados celulares y fueron teñidos con
10.0 μl de diacetato de fluoresceína (0.1% v/v
en acetona).

A las ocho semanas de cultivo se determinó la
masa seca  de los agregados celulares en
cada tratamiento. Para ello, se separaron los
agregados celulares de las mallas y del medio
de cultivo de cada una de las placas, con una
espátula metálica y se vertieron en papel de
filtro (Whatman de 125mm Ø). Luego se
desecaron en estufa a 60°C hasta mantener
un peso constante.

Los datos de masa fresca y masa seca  se
analizaron estadísticamente mediante la
prueba de Duncan, previa comprobación de los
supuestos de normalidad de los datos y
homogeneidad de varianza. Se empleó el
paquete estadístico SPSS versión 15.0 sobre
Windows

Brotes in vitro

Se emplearon brotes in vitro de banano cultivar
‘Grande naine’ provenientes subcultivo de
multiplicación por organogénesis.
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Estos brotes tenían una altura de 4.0 cm y
cuatro hojas completamente abiertas. Se
procedió a decapitar los brotes entre 2.0 y 5.0
mm por encima del microcormo (Orellana
1994). A los frascos de vidrio utilizados (250 ml
de capacidad), se le adicionaron 30.0 ml de
medio de cultivo de multiplicación descrito por
Orellana (1994). Este estaba formado por sales
MS, 4.0 mg l -1 de 6-bencilaminopurina (6-BAP),
0.65 mg l-1 de ácido indol acético (AIA), 30.0
g.l-1 de sacarosa, 1.0 mg l-1 de tiamina y se le
adicionó glufosinato de amonio a las
concentraciones 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 4.0 mg l-1.
Se incluyó un control sin agente selectivo. El
pH fue ajustado a 5.6 previo a  la esterilización
por autoclave.

En el medio de cultivo se colocaron cuatro
brotes por frasco de vidrio utilizado y se
hicieron cinco repeticiones por cada
concentración de glufosinato de amonio.

Los frascos con los brotes fueron colocados
en cámaras de crecimiento con luz solar a 25
± 2°C y una densidad de flujo de fotones
fotosintéticas (FFF) de aproximadamente 50 –
62.5 ìmol m-2s-1.

A los 30 días de cultivo se midió la altura de las
plantas (cm) y  la longitud de las raíces (cm).
Además se cuantificó el número de hojas y
raíces por planta.

A partir de la descripción de los daños
ocasionados por el agente selectivo se
confeccionó una escala cualitativa y con el
empleo de esta se compararon los diferentes
tratamientos.

Los datos de crecimiento de las plantas así
como los grados de afectación presentados por
las plantas fueron procesados estadísticamente
por la prueba de Kruskall Wallis previa
comprobación de los supuestos de normalidad
de los datos y heterogeneidad de varianza.

Plantas en casa de cultivo

Como materia vegetal se utilizaron plantas de
banano cultivar ‘Grande naine’ crecidas en
bolsas de polietileno (25.0 x 12.5 cm con
capacidad de 3 785.44 cm3), las cuales
provenían de la fase de aclimatización con 60
días, altura promedio de 15.0 cm, diámetro del
pseudotallo de 1.8 cm y al menos seis hojas

activas. Estas plantas previamente habían sido
plantadas en bandejas de polieturano (70
alveolos) con sustrato compuesto por una
mezcla de 50% de casting, 30% de compost y
20% de zeolita, en casa de cultivo donde
permanecieron durante 45 días.

El cultivo se realizó a 32-34ºC durante el día y
22-24ºC durante la noche. El riego se realizó
manual una vez al día hasta lograr la humedad
del suelo.

El glufosinato de amonio se aplicó con la ayuda
de un pincel a todas las hojas de las plantas
por ambos lados (abaxial y adaxial), a las
siguientes concentraciones  (5.0, 10.0, 20.0,
30.0, 40.0 g l-1),  Se utilizaron ocho plantas por
tratamiento. La evaluación cualitativa del
material vegetal basada en la descripción  de
los daños provocados  por el glufosinato de
amonio, se realizó a los 30 y 45 días.  A partir
de las observaciones realizadas se elaboró una
escala cualitativa de  evaluación.

Los grados de afectación mostrados por las
plantas en cada una de las concentraciones
de glufosinato de amonio estudiadas, fueron
analizados mediante la prueba de Kruskall
Wallis previa comprobación de los supuestos
de normalidad de los datos y heterogeneidad
de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Determinación de la concentración  mínima
de glufosinato de amonio

Agregados celulares embriogénicos

A través de las semanas de cultivo el crecimiento
de los agregados celulares embriogénicos fue
afectado por las concentraciones de glufosinato
de amonio empleadas. Los mayores valores en
el índice medio de crecimiento se alcanzaron en
el tratamiento control y con las concentraciones
de 5.0 y 10.0 mg l-1 de glufosinato de amonio, sin
diferencias significativas entre ellos. Mientras, con
las concentraciones de  15.0, 20.0 y 25.0 mg l-1
del agente selectivo se produjeron  los menores
valores en el índice medio de crecimiento, los
cuales difirieron significativamente con el control
y las concentraciones anteriormente
mencionadas. Sin embargo, estas altas
concentraciones no mostraron diferencias
significativas entre ellas (Figura 1 A y B).
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de glufosinato de amonio sobre el crecimiento en agregados
celulares embriogénicos del cultivar de banano ‘Grande naine’  (Musa spp. AAA).  A) dos y cuatro semanas
de cultivo.  B) seis y ocho  semanas de cultivo.

La l imitación en el crecimiento de los
agregados ce lu lares  embr iogén icos
provocadas por  las  d i fe rentes
concentraciones de glufosinato de amonio
se h izo  más notab le  a  medida que
aumentaron las semanas de cultivo (Figura
1 A y B). Así a  las seis y ocho semanas de
cultivo se registraron los menores valores
en el índice medio de crecimiento en los
agregados celulares embriogénicos  ya
que con  las concentraciones de 15.0, 20.0
y 25.0 mg l-1 de glufosinato de amonio se
produjo inhibió el crecimiento entre  76.4 y
81.2%. Estos resultados indicaron que la
se lecc ión a  es te  n ive l  ce lu lar  debe
realizarse a las ocho semanas de cultivo
ya que en este tiempo se produjo mayor
inhibición del crecimiento celular con las
concentraciones más altas de glufosinato
de amonio. De forma general, a las ocho
semanas de cu l t i vo  todas las
concentraciones de glufosinato de amonio

como produjeron necrosis del tejido celular
como principal afectación (Figura 2).

Por otro lado, al analizar los valores de masa seca
de los agregados celulares embriogénicos a las
ocho semanas de cultivo se encontró,  que estos
disminuyeron en la  medida que se incrementaron
las concentraciones del agente selectivo. Los
valores más bajos se registraron con 15.0, 20.0
y 25.0 mg l-1 las cuales mostraron  una
reducción de la masa seca  entre 2.1 y 2.5
veces respecto a los valores alcanzados por
el control. Estas tres concentraciones del
agente selectivo difirieron significativamente
con el control y con 5.0 y 10.0 mg l-1, sin
embargo no  difirieron  entre ellas (Tabla 1).
Estos resultados se corresponden con los
obtenidos en el índice medio de crecimiento
descritos anteriormente donde los menores
valores coincidieron con las concentraciones
de 15.0, 20.0 y 25.0 mg l-1 de glufosinato de
amonio.
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Figura 2.  Afectaciones provocadas en agregados celulares embriogénicos de banano cv. ‘‘Grande naine’’
(Musa AAA)  a las ocho semanas de cultivo por diferentes concentraciones de glufosinato de amonio.  A)
control (sin glufosinato de amonio),  B)  5.0 mg l-1, C) 10.0 mg l-1, D) 15.0 mg l-1,  E) 20.0 mg l-1 y F) 25.0
mg l-1. (Bar = 1.0 cm).

 

Tabla 1. Efecto de las distintas concentraciones de glufosinato de amonio sobre la masa seca (g)  en
agregados celulares embriogénicos del cultivar de banano ‘Grande naine’ a las ocho semanas de cultivo.

Glufosinato de amonio 

(mg l-1) 

Masa seca  

(g) 

0.0 0.036 b 

5.0 0.034 b 

10.0 0.033 b 

15.0 0.017 a 

20.0 0.015 a 

                    25.0 0.014 a 

E. estándar           ±0.00203 

 Medias con letras distintas en una misma columna difieren según la prueba de Duncan para p< 0.05.

Iguales resultados se obtuvieron en el análisis
de la viabilidad de los agregados embriogénicos
donde a las ocho semanas de cultivo en las
concentraciones más altas del herbicida (15.0,
20.0 y 25.0 mg l-1) se observó un 100% de
mortalidad.

Estos resultados coinciden con lo informado
por Sreeramanan et al. (2006), quienes
emplearon en el cultivar de banano ‘Pisang
Rastali’ (Musa AAB), similares concentraciones
de glufosinato de amonio (0, 5.0, 10.0, 15.0,
20.0, 25.0 mg l-1) y utilizaron yemas como
explante vegetal para la transformación
genética en este cultivo. Estos autores
seleccionaron como mejor concentración

mínima inhibitoria 15.0, 20.0 y 25.0 mg l-1sin
diferencias significativas entre ellas. En este
trabajo los autores ensayaron además
concentraciones superiores de glufosinato de
amonio (50.0, 100.0, 150.0, 200.0, 250.0 y 300.0
mg l-1) y en todos estos casos obtuvieron una
mortalidad total de las yemas in vitro. Además,
estudiaron el efecto de otros cuatro posibles
agentes de selección (Geneticina, Kanamicina,
Higromicina, Paromomicin) y concluyeron que
el glufosinato de amonio a partir del herbicida
BASTA® e higromicina mostraron ser los
mejores agentes selectivos para banano.

Distintos autores informan también el uso del
herbicida glufosinato de amonio como agente
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selectivo para la transformación genética de
bananos y plátanos, pero utilizando su
compuesto activo (fosfinotricina). Busot et al.
(1999) señalaron como la mejor concentración
inhibitoria para agregados embriogénicos del
cultivar de banano ‘Grande naine’ 6.0 mg l-1 de
fosfinotricina. Iguales resultados obtuvieron al
utilizar el mismo material vegetal y cultivar,
Bermúdez-Caraballoso (2006) con 6.0 mg l-1
de fosfinotricina, por ser ésta la mínima
concentración que produjo mortalidad en el
100% de los agregados celulares.

Similares resultados obtuvo Daniels (2003) al
emplear suspensiones celulares
embriogénicas de plátano ‘FHIA-21’ (Musa
AAAB). También de García et al. (2004)
utilizaron fosfinotricina para la selección de
meristemos del cultivar de plátano vianda
Hartón (Musa spp. AAB) a la concentración de
5.0 mg l-1. El uso de menores concentraciones
para la selección se basa en que todos los
autores emplearon como agente selectivo la
fosfinotricina reactivo, en estado puro sin los
aditivos que conforman la formulación de un
herbicida comercial.

En tejidos con metabolismo activo el glufosinato
de amonio puede ser dañino, ya que las células
transformadas que puedan dar lugar a un tejido
quimérico no tienen la fuerza o el poder para
continuar desarrollándose, debido a la
acumulación de amonio en las células no
transformadas (Sreeramanan et al., 2006).

La selección de células transformadas es el
factor clave en el desarrollo de un método
exitoso de transformación genética.

Para lograr una efectiva selección en un
experimento de transformación es importante
determinar la mínima concentración del agente
requerido para eliminar el máximo de células
no transformadas porque una muy baja
concentración pudiera seguir a cambios que
lleven a la obtención de quimeras o falsos
positivos. Sin embargo una concentración
inhibitoria muy alta podría inhibir las células
transformadas, porque la resistencia conferida
a la célula transformada es mucho más baja
que la concentración del agente selectivo usada
(Parveez et al., 1996).

Además, el uso de una concentración mínima
del agente selectivo puede hacer al sistema de

transformación más económico si se tiene en
cuenta que este representa casi la mitad del
costo de la transformación (Parveez et al.,
1996).

Se ha informado que la concentración de
fosfinotricina para el proceso de selección
puede variar entre 1.0 y 100.0 mg l-1, la cual
depende del tejido vegetal y la composición del
medio de cultivo (Enríquez, 2002). Este autor
regeneró plantas transgénicas de papa y caña
de azúcar resistentes al herbicida BASTA® con
concentraciones de 2.0 y 4.0 mg l-1,
respectivamente.

De acuerdo con Hadi et al. (2002) en cualquier
procedimiento de transformación genética solo
una pequeña fracción del tejido blanco es
transformada, mientras que la mayoría resulta
no transformada. Por ello los sistemas de
selección son necesariamente para identificar
las células transformadas. La selección
usualmente involucra el crecimiento de posibles
transformantes en presencia de un compuesto
químico que inhibirá el crecimiento de las
células no transformadas. El más ampliamente
usado como gen marcador de selección en
plantas es la neomicin fosfotransferasa II (npt
II) (Beck et al., 1982; Bevan et al., 1983; Herrera
et al.,1983) el cual confiere resistencia a
antibióticos como kanamicina, neomicina, G
418 y a la higromicina (Waldron et al., 1985).

A nivel mundial se está tratando de evitar el uso
de antibióticos como agentes selectivos, en los
protocolos de transformación genética, ya que
una de las mayores preocupaciones de los
cultivos modificados genéticamente es la
presencia de genes que confieren resistencia
a antibióticos de importancia clínica  ya que
podrían inactivar las dosis orales de estos
antibióticos en los animales y el hombre. Otro
aspecto importante es que los genes de
resistencia a antibióticos pueden ser
transferidos a microbios patógenos del tracto
gastrointestinal y al ser vertidos al suelo, ellos
resistan el tratamiento con tales antibióticos
(Daniell, 2001). Estos hechos aun no han
podido ser probados, pero sí tienen una gran
influencia en los organismos regulatorios y en
la percepción y aceptación de los organismos
transgénicos por la opinión pública (Darbani et
al., 2007). En el caso de los marcadores de
selección que confieren resistencia a
herbicidas, se ha estudiado la transferencia de
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estos genes por polinización cruzada a especies
relacionadas (Stewart et al., 2003; Hails y Morley,
2005; Andow y Zwahlen, 2006; Zapiola et al.,
2007), en el caso de los bananos debido a su
esterilidad este riesgo es poco probable.

Brotes in vitro

Como resultado se encontró que todas las
concentraciones de glufosinato de amonio
afectaron el crecimiento en los brotes in vitro del
cv. ‘Grande naine’. Estas provocaron clorosis y
necrosis así como limitaron el crecimiento de
las raíces. Tomando en cuenta los resultados
de la evaluación visual realizada se elaboró una
escala descriptiva de grados para la evaluación
del efecto de las diferentes concentraciones de
glufosinato de amonio sobre brotes in vitro del
cultivar ‘Grande naine’ (Tabla 2).

Al analizar el efecto del glufosinato de amonio
sobre los brotes in vitro se encontró que en la
medida que aumentaron las concentraciones
del agente selectivo se incrementaron los
valores en el grado de afectación. Las

Tabla 2. Escala descriptiva propuesta para determinar el efecto del glufosinato de amonio sobre brotes in vitro
de banano cv.  ‘Grande naine’ (Musa spp. AAA) a los 30 días de cultivo.

 
Grado Descripción  

 
 

1 

 
 

Planta similar al control 
 
 
 
 

 

 
 

2 

 
 

Planta con clorosis en las hojas y 
presencia de raíces.  

 
 
 

 

 
 

3 

 
 

Planta con clorosis en las hojas, 
necrosis en la hoja cigarro e 

inhibición del crecimiento de las 
raíces 

 
 

 

 
 

4 

 
 

Planta con necrosis total 
 
 
 
 

 

concentraciones de 3.0 y 4.0 mg l-1 de
glufosinato de amonio produjeron los mayores
valores, sin diferencias significativas entre ellas
pero sí con el resto de los tratamientos (Tabla 3).

Es importante destacar que en los brotes in
vitro, las concentraciones de glufosinato de
amonio estudiadas afectaron el crecimiento
tanto en la parte aérea de la planta como de
las raíces. A  medida que se incrementó la
concentración del agente selectivo se produjo
una disminución en la altura, número de hojas,
número y largo de las raíces.

Los menores valores mostrados por los brotes
in vitro en las cuatro variables mencionadas
anteriormente se observaron en las
concentraciones de 3.0 y 4.0 mg l-1 de
glufosinato de amonio, las cuales difirieron
significativamente del control y de las demás
concentraciones estudiadas (Tabla 4). Sin
embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre estas dos concentraciones
en las cuatro variables analizadas en brotes in
vitro del cv. ‘Grande naine’.
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Tabla 3. Efecto del glufosinato de amonio sobre brotes in vitro de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa spp. AAA)
a los 30 días de cultivo de acuerdo con la escala de evaluación cualitativa propuesta (Tabla 2).

Glufosinato de amonio  

(mg l-1) 

Grado  Rangos   

Medios 

  Control 1.00 8.50   d 

1.0 1.51 32.72 c 

1.5 2.18 38.91 b 

2.0 2.75 50.38 b 

3.0 4.00 72.00 a 

4.0 3.95 72.12 a 

 Rangos medios con letras desiguales en la misma columna difieren según la prueba de Kruskall Wallis
para p<0.05.

Tabla 4. Efecto de glufosinato de amonio sobre el crecimiento de brotes in vitro de banano cv. ‘Grande naine’
(Musa AAA) a los 30 días de cultivo.

Altura (cm) Longitud de raíces 

(cm) 

Número de  raíces 

(cm) 

Número de hojas  

(u) 

Glufosinato de 

amonio 

(mg l-1 ) Medi

a 

 Rangos    

medios 

 Media Rangos  

medios 

Media  Rangos  

medios 

Media  Rangos 

medios 

1.0 2.14 49.06 b 1.44 46.38 b 2.93 52.09 b 3.50 58.13 a 

1.5 1.94 44.13 b 1.36 45.41 b 2.50 42.50 b 2.68 41.69 b 

2.0 1.48 25.84 c 0.71 29.72 c 1.87 31.81 c 1.93 28.91 c 

3.0 1.09 11.16 d 0.00 8.50  d 0.00 8.50  d 0.00 8.50  d 

4.0 1.08 11.08 d 0.00 8.50  d 0.00 8.50  d 0.00 8.50 d 

Control 3.78 72.31 a 5.26 72.50 a 3.81 67.59 a 3.87 65.28 a 

 Medias de rango con letras distintas en la misma columna difieren  según la prueba de  Kruskall  Wallis  para
p<0.05.

Además de esta limitación del crecimiento con
las concentraciones más elevadas de glufosinato
3.0 y 4.0 mg l-1 también se observaron los
mayores valores en el grado de afectación.

Al respecto no se dispone de referencias
bibliográficas que informen sobre la utilización
de glufosinato de amonio como agente
selectivo de brotes in vitro de plátanos y
bananos. En trigo (Triticum aestivum L),
Weeks et al. (1993) realizaron la selección a
nivel de brotes in vitro y de callos en medio de
cultivo semisólido con una concentración de
1.0 mg l-1 de fosfinotricina. Los resultados del
presente trabajo coinciden con lo descrito por
estos autores, quienes obtuvieron como mejor
criterio de selección para plantas transgénicas
‘el desarrollo’ de las raíces ante la presencia
del agente selectivo.

Plantas en casa de cultivo

Se observó que el glufosinato de amonio
afectó el crecimiento de las plantas de
banano cv. ‘Grande naine’. A partir del tercer
día después de la aplicación del herbicida,
las concentraciones más altas produjeron
clorosis en las hojas de las plantas, sin
embargo a los 30 días estas afectaciones
fueron mayores con todas las
concentraciones del agente selectivo que
fueron aplicadas. Como principales daños
se encontraron hojas con el borde o la
totalidad de estas con necrosis y plantas
con necrosis total. De acuerdo con los
daños provocados a las plantas por las
diferentes concentraciones de glufosinato
de amonio, se elaboró la siguiente escala
de evaluación (Tabla 5).
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Grado Descripción  
 
 
1 

 
 

Planta similar al control 
 
 
 

 

 
 
 
2 

 
 

Planta con necrosis en el borde de las hojas y 
pseudotallo verde 

 
 
  

 
 
3 

 
 

Planta con el 90% de las hojas con necrosis, hoja 
cigarro con punta necrótica y pseudotallo verde 

 
 

 
 
4 

 
 

Planta con necrosis total 

 

 

Tabla 5. Escala descriptiva propuesta para determinar el efecto del glufosinato de amonio sobre plantas del
cultivar de banano ‘Grande naine’ (Musa spp. AAA) en fase de aclimatización a los 30 días de cultivo.

Tabla 6. Efecto del glufosinato de amonio sobre plantas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa spp. AAA) a los
30 días de crecimiento en casa de cultivo de acuerdo con la escala de evaluación propuesta (Tabla 5).

Grado  Glufosinato de amonio 

(g l-1) Media Rangos medios 

Control 1.0 4.50  d 

5.0 2.0      15.0  c 

10.0 2.4 18.0  bc 

20.0 3.6      33.5  b 

30.0 4.0      38.0  a 

40.0 4.0      38.0  a 

 
De forma general se comprobó que el
glufosinato de amonio afectó el crecimiento de
las plantas en la casa de cultivo, sin embargo
con la aplicación de 30.0 y 40.0 g l-1 se ocasionó
la muerte total de las plantas a los 30 días de
cultivo, sin diferencias significativas entre ellas.
Teniendo en cuenta estos resultados se
seleccionó la concentración de 30.0 g l-1 (3%)
de glufosinato de amonio para la futura
selección de plantas transgénicas.

En relación con la selección con glufosinato de
amonio en plantas de banano crecidas en casa
de cultivo no se dispone de referencias
bibliográficas. Sin embargo, en el cultivo del arroz
(Oriza sativa L.) con menores concentraciones
del herbicida (0.25 al 1.0%) se provocó la muerte
de las plantas (Toki et al., 1992). Estas
concentraciones son inferiores a las empleadas
en el presente trabajo, lo cual pudiera estar
relacionado en que el glufosinato de amonio se
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considera un herbicida de contacto con un efecto
sistémico vía floema. Es absorbido por las hojas
y en menor medida por los tallos verdes, según
Labrada et al. (1996). Esto puede ser una explicación
de la mayor  resistencia del cultivo del banano a este
herbicida. Lo descrito anteriormente se corresponde
con que su efecto es más tardío ya que a los 30
días es que se observaron los mayores daños
para las plantas crecidas en casa de cultivo. Ello
no se asemeja a los resultados descritos en otros
cultivos donde a partir de los tres días ya es posible
realizar la selección de posibles resistentes (Toki
et al., 1992).

Por ejemplo, en Leymus chinensis (Trin) Tzvel
(pasto perenne)  Shu et al. (2005) realizaron la
aplicación del herbicida  BASTA® en casa de
cultivo a las plantas de líneas transgénicas a las
concentraciones de 100, 300, 600, 800 y 1400
mg l-1 de fosfinotricina para la selección de
aquellas que expresaran el gen pat. Las
evaluaciones se realizaron después de cinco días
de aplicado a las plantas. Se observó la muerte
total de las plantas no transformadas después
de tres semanas.

CONCLUSIONES

Se comprobó que el glufosinato de amonio a partir
del herbicida comercial Finale® (15%), puede
emplearse para la selección de agregados
celulares embriogénicos, brotes in vitro y  plantas
en casa de cultivo de banano cv. ‘Grande naine’.
Este agente selectivo inhibió el crecimiento y
produjo clorosis y necrosis en estos materiales
vegetales. La concentración mínima inhibitoria
para agregados celulares embriogénicos fue de 20.0
mg l-1, para  brotes de 3.0 mg l-1 y  para plantas en
casa de cultivo de 30 g l-1. A partir de los resultados
se elaboraron escalas descriptivas para
determinar su efecto que pueden ser aplicadas
en  estudios de transformación genética.
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