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Resumen

El cultivar de platano ‘FHIA - 25’ (AAB), posee excelente rendimiento y alta resistencia a “Sigatoka negra”, pero con la limi-
tante del bajo contenido de aztcar en su fruto, lo cual hace que sea necesario disponer de un método de regeneracion de
plantas a nivel celular como la embriogénesis somdtica, que se complemente a técnicas biotecnolégicas de transformacion
genética para mejorar la calidad del fruto. El presente trabajo se realizé con el objetivo de establecer una metodologia de
regeneracion via embriogénesis somatica a partir del explante inicial dpices de brotes axilares establecidos directamente
en medio de cultivo liquido. Se obtuvieron suspensiones celulares embriogénicas homogéneas a partir del explante antes
mencionado. Se lograron las mayores tasas de multiplicaciéon a la densidad celular de 3,0%. La incubacion de los embrio-
nes somaticos durante 30 dias en el medio de cultivo de maduracion permitié incrementar la germinacién de los mismos.
Durante la fase de aclimatizacion las plantas provenientes de los embriones somaticos, asi como las plantas regeneradas
por organogénesis, mostraron un alto porcentaje de supervivencia (98 y 97 %, respectivamente), sin la presencia de varia-
cion somaclonal.
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Abstract

Plantain cultivar ‘FHIA - 25’ (AAB) shows high yielding qualities and high resistance to Black Sigatoka disease, but its sugar
content in the fruit is low, so a regeneration method at cell level is necessary, such as somatic embryogenesis supported
by biotechnological tools to improve fruit quality. This work was performed with the aim of establishing a plant regenera-
tion method via somatic embryogenesis using initial explants of shoot apices from axillary buds in liquid culture medium.
Homogenous embryogenic cell suspensions were obtained from mentioned explants. The highest cellular multiplication
rates were achieved at 3,0% density. The incubation of somatic embryos during 30 days in the maturation culture medium
permitted to increase germination. During the acclimatization stage, plants regenerated from somatic embryos, as well
as plants from organogenesis, showed a high survival percentage (98 and 97 respectively), without somaclonal variation.
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Introduccién

Los bananos (Musa spp.) constituyen una fuente im-
portante de alimento para gran parte de la poblacién
mundial, y se cultivan en el mundo mas de cinco mi-
llones de hectareas con una produccién anual de 106
714 204.76 toneladas (FAO, 2015).

En Cuba, se producen anualmente unas 150 000 to-
neladas (FAO, 2015) y su cultivo contribuye a lograr la
estabilidad de productos alimentarios en el mercado,
debido a su capacidad de producir durante todos los
meses del afo, sus arraigados habitos de consumo, asi
como su diversidad de usos (Rodriguez, 2000).

Sin embargo, a partir de noviembre de 1990, se detecto
en los cultivos de Musa la aparicién de la enfermedad
conocida como “Sigatoka negra”, causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, que afecté severamente
las dreas dedicadas a la siembra de platanos y bananos
susceptibles a esta enfermedad, las cuales fueron reem-
plazadas progresivamente por otros cultivares (Sanchez
et al,, 2002). Una opcion para este problema ha sido la
introduccion de hibridos de bananos y platanos mas re-
sistentes o tolerantes a esta enfermedad, procedentes de
la Federacion Hondurefa de Investigaciones Agricolas
(FHIA). Dentro de ellos, el cultivar de platano ‘FHIA - 25’
(AAB) posee excelente rendimiento y es altamente resis-
tente a “Sigatoka negra”, pero su fruto muestra la limitan-
te del bajo contenido de aztcar, inherente a las limitantes
que posee la mejora clasica debido a que los principales
cultivares comerciales son estériles, no producen semillas
y la mayoria son partenocarpicos (Stover y Simmonds,
1987). Ante este panorama es prioritario disponer de un
método de regeneracion de plantas a nivel celular, como
la embriogénesis somatica, que se complemente a téc-
nicas biotecnoldgicas de transformacion genética para
mejorar la calidad del fruto (Kamle et al,, 2011).

La embriogénesis somdtica (ES) es una via de morfogé-
nesis en la que ocurre la formacion de un embrién a
partir de una célula somatica o grupos de ellas. El em-
brién no es producto de la fusion de gametos (Merkle
etal, 1995) y la misma se fundamenta en la teoria que
todas las células vegetales tienen la capacidad para
formar plantas completas (Steward et al,, 1958).

La embriogénesis somatica constituye una herramien-
ta auxiliar a las técnicas biotecnolégicas para la mejora
genética de los bananos (Perea, 2001; Escalant y Jain,
2004), ademas de permitir obtener producciones su-
periores en un menor periodo de tiempo y a un costo
mas bajo, lo cual hace que este método sea potencial-
mente mas eficiente que la regeneracion via organogé-
nesis (Ibaraki y Kurata, 2001).

Tomando en consideracion los antecedentes descri-
tos, se desarroll6 la investigacion con el objetivo de es-
tablecer una metodologia de regeneracién de plantas
via embriogénesis somatica a partir del explante inicial
de apices de brotes axilares.

Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el Instituto de Investi-
gaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en
Santo Domingo, Villa Clara, Cuba. El mismo se llevé a
cabo durante el periodo comprendido entre enero de
2012 y febrero de 2013.

Se utilizé el cultivar ‘FHIA - 25’ procedente del Banco
de Germoplasma del INIVIT, por su interés en el Progra-
ma de Mejoramiento Genético del Platano en Cuba. Los
explantes para establecer los cultivos asépticos in vitro,
fueron apices obtenidos de plantas en floracion, previa-
mente seleccionadas con buen estado fitosanitario. Se
seleccionaron hijuelos tipo “espada”, con una altura en-
tre 25 y 30 cm, los cuales fueron llevados a condiciones
semicontroladas en un umbraculo cubierto por una malla
plastica (Zaran), que logra una reduccion de la intensidad
luminosa del 70% durante esta etapa. El riego se realizo
por microaspersion mediante sistema Microjet con una
frecuencia de seis riegos al dia y una duracion de dos
minutos cada uno. Se garantizé una humedad relativa del
85-90%. Transcurridos 45 dias, se realizo la desinfeccion
de los explantes y su establecimiento in vitro en el medio
de cultivo propuesto por Lopez (1999). Los materiales
fueron incubados durante 15 dias en una cadmara de cul-
tivo con temperatura de 27£2,0°C e iluminacion artificial,
con régimen de 16 horas de luz a una densidad de flu-
jo de fotones fotosintéticos (FFF) de 62-68 pmol m?s’ y
ocho horas de oscuridad. Transcurrido este periodo, a
partir de cada dpice meristematico, se obtuvieron grupos
de brotes que se separaron para subcultivarlos en cua-
tro ocasiones con intervalos de 21 dias, en el medio de
cultivo de establecimiento P5-0,2, propuesto por Lépez
(2006) y condiciones similares de temperatura e ilumi-
nacién, para disponer de la cantidad de material vegetal
necesario para realizar el establecimiento de las suspen-
siones celulares embriogénicas (SCE).

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas a partir de dpices de brotes
axilares

Para el establecimiento de las SCE los apices de bro-
tes axilares fueron colocados en cinco matraces Er-
lenmeyer de 100 mL (con ocho explantes cada uno)
que contenian 20 mL de medio de cultivo liquido ZZ
propuesto por Dheda et al. (1991) y modificado por
(Schoofs, 1997) (tabla 1). Cada Erlenmeyer utilizado
constituyo una réplica, referido en adelante como sus-
pensién celular 1, 2 y 3.

Los matraces Erlenmeyer se colocaron en un agitador
orbital (zaranda), a 90 rpm y bajo el régimen de 16
horas de luz, de 62-68 pmol m? s de flujo de fotones
fotosintéticos y 8 h de oscuridad.

Durante los dos primeros meses los cambios de me-
dios de cultivo se realizaron cada 7 dias de cultivo y
consistieron en la renovacion del 100% del medio de
cultivo ZZ, al tercer mes estos cambios se realizaron
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cada tres dias renovando el 50% del medio. Al cuarto
mes fueron tomados los glébulos meristematicos for-
mados y se subcultivaron cada 7 dias renovando el
90% del medio de cultivo viejo.

Transcurridos 135 dias, se evalu6 el nimero de agre-
gados embriogénicos formados por mL de cultivo. Los
conteos se efectuaron en camara de Neubauer de 0,1
mm de profundidad. Para esto se tomaron cinco mues-
tras de suspensiones celulares de 1,0 mL de volumen
por cada Erlenmeyer. Los datos obtenidos se analiza-
ron mediante la prueba de Dunett C. Se considero sig-
nificativo si p<0,05.

Una vez establecidos, los cultivos celulares fueron ta-
mizados a través de filtros de malla metélica, con un
didametro de poro de 500 pum. Estos filtrados constitu-

yeron las suspensiones celulares utilizadas en una se-
cuencia de cuatro experimentos realizados: 1) Efecto
de la densidad celular en la multiplicacion de las sus-
pensiones celulares embriogénicas; 2) Formacion de
los embriones somaticos; 3) Influencia del tiempo de
cultivo para la maduracién de los embriones somati-
cos y su germinacion y, 4) Conversion a plantas de
los embriones somaticos. Estos experimentos se des-
criben a continuacion.

Efecto de la densidad celular
en la multiplicacién de las suspensiones
celulares embriogénicas

Una vez establecidas las suspensiones celulares, se
evalué el efecto de tres tratamientos que correspon-

Tabla 1. Medios de cultivos utilizados segtin la etapa de desarrollo de la embriogénesis somatica mg.L".

Preparacion Callo.s v Formacion de | Maduracion de | Germinacion de
Medios de cultivo del .exPlan.t ? SRS embriones embriones embriones
(Multiplicacion) celulares RD1 ME GE
P5-0,2 7z
Macro-Elementos MS MS MS V2 MS MS
Micro-Elementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS
Acido Ascérbico* 10 10 10 10 10
Myo-inositol® 100 - 100 100 100
AIA® 0,17 . 2 2
2,4-D? 1 ; )
BAP? 2,25 - : 0,5
Zeatina® 0,22 0,22 -
Ancimidol?® 0,2-0,4 - - -
Sacarosa® 30 000 30 000 30 000 45 000 30 000
Phytagel® 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
pH 5,8 58 5,8 58 58

a

MS: Murashige y Skoog (1962)

= concentracién en mg L'; ®= concentracién en g L'

Embriogénesis somdtica en el cultivar de platano ‘FHIA - 25’ (AAB)
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dieron a densidades de inéculo inicial (3,0; 6,0 y
9,0%) con el objetivo de evaluar la influencia de la
densidad con relacion a la dindmica de crecimiento
de las suspensiones celulares y determinar el valor
minimo de in6culo que permitiera su correcta mul-
tiplicacion. Se midié cada tres dias el incremento o
multiplicacion celular de cada tratamiento, segtn la
metodologia de evaluacién propuesta por Schoofs
(1997) para medir el VCS (Volumen de célula sedi-
mentada). Para ello se emplearon cinco matraces Er-
lenmeyer de 25 mL de capacidad por cada densidad
evaluada (3,0; 6,0 y 9,0%). El medio y las condicio-
nes de cultivo fueron similares a los descritos para el
establecimiento de las suspensiones celulares (tabla
1), pero sin renovar el medio de cultivo durante los
24 dias que durd el experimento. Los cultivos celu-
lares fueron observados al microscopio 6ptico, para
determinar la vitalidad celular mediante fluorescencia
(Widholm, 1972).

Para el analisis del crecimiento de las SCE se utilizo el
modelo de regresion no lineal de Gauss mediante el
programa de ajuste de curvas, CURVE EXPERT 1,3.

Formacién de los embriones somaticos

Con el objetivo de lograr la formacion de los embrio-
nes somaticos, las SCE obtenidas se ajustaron al 12%
de densidad celular segin la metodologia propuesta
por Lopez (2006) y se cultivaron en el medio de forma-
cion de embriones RD1 (Dhed’a et al., 1991).

Se emplearon cinco placas Petri por cada suspension
celular estudiada. A cada placa Petri se le colocaron
sobre el medio de cultivo cuatro mallas de poliestireno
con un tamano de 1,0 cm? y poros de 100 um. Luego
se anadieron 200 pl al 12% de VCS mediante una mi-
cropipeta con la punta cortada.

El nimero de embriones somaticos formados se eva-
lu6 a los 45 dias de cultivo. Para esto se tomd y peso
0,1 g de materia fresca (gMF) de embriones somati-
cos formados, los cuales se adicionaron a un vaso de
precipitados, que contenia una mezcla de 2,3 g.L" de
Phytagel y agua. Posteriormente se vertio la mezcla en
una placa Petri, se dejé gelificar y se dividié en cua-
drantes para facilitar su conteo, el cual se realizé bajo
un microscopio estereoscépico.

Para la comparacion de los tratamientos, se aplicé el
andlisis de varianza y la comparacion de medias me-
diante la prueba de Tukey, con un nivel de significa-
cion de p<0,05.

Influencia del tiempo de cultivo para la
maduracién de los embriones somdticos y su
germinacion

Con el objetivo de lograr la maduracién de los em-

briones somaticos obtenidos en la etapa anterior, se
realizé un experimento en el cual se evalu6 el efecto

de tres tiempos de cultivo (15; 30 y 45 dias) sobre el
medio de maduracién de embriones (ME) propuesto
por Lépez (2006). Los embriones se colocaron a la
densidad de in6culo inicial de 0,5 gMF en cinco pla-
cas de Petri por cada variante de tiempo de cultivo
estudiado.

Para determinar el estado de maduracion de los em-
briones somaticos, se evalué su germinacion a partir
de una muestra de 50 embriones somaticos a los 15,
30 y 45 dias de cultivo de cada uno de los tratamien-
tos estudiados. Para ello, se colocaron los embriones
somaticos durante 30 dias en diferentes placas Petri,
que contenian el medio de cultivo de germinacion
(GE) propuesto por Gémez et al. (2000).

Como control del experimento se utilizaron 50 em-
briones somaticos tomados del medio RD1, a los 45
dias de cultivo y sin pasar por el medio de maduracion.
Las condiciones de cultivo fueron de 27+2,0 °C de
temperatura e iluminacion artificial, para un régimen
de 16 h de luz a una densidad de flujo de fotones foto-
sintéticos (FFF) de 62-68 umol m?s'y 8 h de oscuridad.

Para la comparacion de los tratamientos, se aplicé un
andlisis de varianza y una prueba de comparacion de me-
dias de Tukey, con un nivel de significacion de p<0,01.

Conversién a plantas de los embriones
somaticos

Con el objetivo de lograr la conversion de los embrio-
nes somaticos en plantas, se evalué la supervivencia y
crecimiento posterior en condiciones ambientales ex
vitro de las plantas originadas de embriones somaticos,
en comparacion con plantulas provenientes de la pro-
pagacion por organogénesis (multiplicadas durante la
etapa de formacion de los embriones) utilizados como
control en la propagacion in vitro.

Esta fase se desarroll6 seglin la metodologia propuesta
por Pérez et al. (1999), en condiciones semicontrola-
das de humedad relativa del 85-95%, en una casa de
cultivo cubierta por una malla plastica (zaran), con una
densidad de FFF de 600 pmol m?s™.

Se utilizaron bandejas de polieturano de 70 orificios,
con un volumen de 100 cm® de cachaza. Se transfirie-
ron 350 plantas por cada procedencia (embriogénesis
somatica y organogénesis), con una altura de 4-5 cm
y de dos a tres hojas, que fueron plantadas a una pro-
fundidad de 1,0 cm.

A los cinco dias de plantadas se evalué el porcenta-
je de supervivencia y transcurridos 60 dias, antes de
transferirlas a campo, se evalué sobre 60 plantas de
cada procedencia, las variables fenotipicas: altura de
la planta (cm), de la hoja nimero dos: largo y ancho,
el largo del peciolo (cm), distancia entre las hojas dos
y tres (cm), asi como las variaciones fenotipicas ob-
servadas en toda la poblacién segin la metodologia
propuesta por Sandoval et al. (1997).
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El andlisis estadistico de los datos se realizé mediante
una prueba de hipétesis para muestras independientes
(T-Student), con un nivel de significacion para p <0,05.

Resultados

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas a partir de dpices de brotes axilares

Se logro el establecimiento de tres SCE de las cinco
iniciadas a partir de los apices de brotes axilares. Al
evaluar el nimero de agregados embriogénicos en las
SCE (tabla 2), no se encontraron diferencias estadisti-
cas significativas.

Tabla 2. Cantidad de agregados embriogénicos presentes
a los 135 dias de establecidas las suspensiones celulares
embriogénicas del cv. ‘FHIA - 25,

Suspensiones Numero de agregados
celulares embriogénicos.mL
Suspension 1 26,9 x 10*
Suspension 2 27,6 x 10*
Suspension 3 27,2 x 10*

Prueba de Dunett C. ns: No significativo ES+ 0,22

Durante el primer mes se observé fenolizacién en la
zona de corte de los explantes y posteriormente el en-
grosamiento de los mismos. Transcurridos dos meses
de cultivo se observaron estructuras globulares amari-
llas en la superficie de los explantes, las cuales se sepa-
raron de estos y comenzaron a liberar los agregados
embriogénicos, ademas de la presencia de células alar-
gadas y vacuoladas.

Se verificaron cambios en la composicion de las SCE,
en las que fue posible apreciar células embriogénicas
pequefas y esféricas, con un contenido citoplasmatico
denso, granulos de almidon y una alta razén ndcleo/
citoplasma. A medida que se realizaron los subcultivos
posteriores, la cantidad de células aisladas y parenqui-
matosas disminuyeron a valores casi nulos. Estos agre-
gados embriogénicos llegaron a ocupar entre 90 y 94%
de la suspension celular y su tamano varié entre 80 y
300 um transcurridos 135 dias de cultivo (figura 1).

Los resultados alcanzados en este experimento permi-
tieron el establecimiento de SCE a partir de los dpices
de brotes axilares colocados directamente en el medio
de cultivo liquido.

Efecto de la densidad celular en la multiplicacién
de las suspensiones celulares embriogénicas
Las curvas de crecimiento celular establecidas de las

suspensiones celulares, se caracterizaron al inicio por
una fase de reposo o latencia, debido a que en esta

Figura 1. Agregados celulares embriogénicos en suspensio-
nes celulares obtenidas a partir de los dpices de brotes axila-
res del cv. ‘FHIA - 25’ (60x).

etapa las células se adaptan a las nuevas condiciones
de cultivo, para posteriormente iniciar e incrementar
la velocidad de la division celular durante la fase ex-
ponencial.

La densidad celular de 3,0% favorecié el incremento
celular con relacion a las curvas de crecimiento del 6,0
y 9,0 % (figura 2). En los datos obtenidos mediante el
modelo de Gauss se observé que el mayor incremento
de biomasa celular se produjo a los 23,1 dias de culti-
vo (0,51 mL) al 3,0% de VCS.

Esta misma densidad celular (3%) mostré una fase de
crecimiento exponencial, bien definida y continua, sin
deterioro de la calidad celular (predominio de células
meristematicas y vitalidad celular de 90 - 95%).

Lo anterior demuestra que durante esta fase las cé-
lulas muestran intensa actividad metabdlica y alcan-
zan su maxima tasa de division, lo cual indica que
los subcultivos de las suspensiones celulares deben
realizarse a la densidad celular del 3,0% de VCS y a
los 15 dias de cultivo, para que las mismas se man-
tengan en multiplicacién continua sin pasar a la fase
lineal.

En la densidad celular de 6,0% de VCS, segun los datos
obtenidos mediante el modelo de Gauss se observé
que el mayor incremento de biomasa celular se produ-
jo alos 15,2 dias de cultivo (0,48 mL de VCS). A partir
de esta fecha no se produjo incremento del volumen
de células y comenzé a disminuir su calidad y vitalidad
(figura 2).

Las células establecidas a una densidad del 9,0% du-
rante 21 dias de cultivo no llegaron a duplicar su vo-
lumen inicial y la calidad de la suspension celular y su
vitalidad disminuyeron bruscamente. Se comenzaron
a observar células alargadas y con escasos granulos
de almidon.

Embriogénesis somdtica en el cultivar de platano ‘FHIA - 25’ (AAB)
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Figura 2. Influencia de la densidad celular en la dindmica de crecimiento de las suspensiones celulares establecidas en el cv. ‘FHIA - 25",

El momento adecuado para realizar el subcultivo de
las suspensiones celulares, no puede coincidir con la
maxima expresion de la densidad celular del cultivo en
suspensién, ni con el momento en que se agotan las
principales fuentes de energia, sino con la ultima fase
de crecimiento exponencial.

Basado en los resultados alcanzados en este experi-
mento, se pudo concluir que las suspensiones celula-
res iniciadas al 3,0% de densidad celular tuvieron una
mejor respuesta bajo las condiciones de manejo y cul-
tivo previamente explicadas.

Formacién de los embriones somaticos

Transcurridos 45 dias de haber sido plaqueadas las
suspensiones celulares embriogénicas en el medio de
cultivo RD1 se realizé el conteo de los embriones for-

mados. Las SCE 1 y 2 formaron un total de 1580 y
1610 embriones somaticos respectivamente por cada
200 plL plaqueados (tabla 3).

Tabla 3. Numero de embriones sométicos formados a los 45
dias de cultivo en el medio de cultivo RD1 semisdlido del cv.
‘FHIA - 25°.

. Embriones somaticos
Suspensiones
formados
Suspension 1 1580 a
Suspension 2 1610 a
Suspension 3 803 b

ES+ 0,22
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Embriones somaticos formados con letras distintas di-
fieren estadisticamente para p<0,05 seguin la prueba
de Tukey.

Los resultados alcanzados durante esta etapa permitie-
ron establecer como condicién de cultivo para el cv.
‘FHIA - 25/, iniciar el proceso de histodiferenciacion
a partir de suspensiones celulares embriogénicas a la
densidad celular de 12,0 %.

Influencia del tiempo de cultivo para la
maduracién de los embriones somaticos y su
germinaciéon

Al evaluar el tiempo de incubacion en el medio ME,
se observé que cuando los embriones somaticos se
incubaron durante 30 dias se favorecié su madura-
cién, con un 48,30% de embriones germinados, con
diferencias significativas del resto de los tratamientos
estudiados (tabla 4).

Tabla 4. Influencia del tiempo de cultivo (dias), en el medio
de maduracién, sobre la germinacién (%) de los embriones
somadticos en el cv. ‘FHIA - 25’

Tiempo de cultivo Em_b"i"“es
germinados (%)
15 30,50 ¢
30 48,30 a
45 36,80 b
Control (0) 15,00d

ES+ 0,22

Porcentajes con letras distintas difieren
estadisticamente para p<0,01 segun la prueba
de Tukey.

Los embriones somaticos maduros (figura 3) mostra-
ron una invaginacién de forma circular con el centro
opaco y la presencia de una zona meristematica den-
sa, correspondiente a un estado cordiforme, en su

Figura 3. Embriones somdticos maduros con invaginacién
circular (100x) a los 30 dias de incubacién en el medio de
maduracién.

desarrollo posterior el embrién evolucioné asimétrica-
mente hasta convertirse en un embrién cotiledonar.

Cuando los embriones somaticos no fueron cultivados
previamente en el medio ME, sélo germiné el 15 %
de los mismos. A partir de estos resultados se definié
para la fase de maduracién una densidad de in6culo
inicial de 0,5 gMF de embriones somaticos y 30 dias
de incubacion.

Conversién a plantas de los embriones
somaticos

Al evaluar las caracteristicas de las plantas provenien-
tes de los embriones somaticos, en comparacién con
las plantas regeneradas por organogénesis, se observo
en ambos casos un alto porcentaje de supervivencia
en la fase de aclimatizacién. En el caso de las plantas
procedentes de embriones somaticos fue de 98 % vy
en el control de organogénesis de 97,4%.

Transcurridos 60 dias en esta fase y previo a su tras-
plante a condiciones de campo, las plantas obtenidas

Tabla 5. Comparacién entre las plantas obtenidas por embriogénesis somdtica y organogénesis a los 60 dias en la fase de

aclimatizacién del cv. ‘FHIA - 25°.

g Distanci t
. . Largo del Ancho de la | Largo de la hoja s an.cla entre Altura de la
Medio de cultivo ) . las hojas 2y 3
peciolo (cm) | hoja 2 (cm) 2 (cm) (cm) planta (cm)
Embriogénesis 4,95 9,60 26,00 1,80 40,00
Organogénesis 4,40 9,30 25,20 1,75 39,00
T-Student 0,021* 0,013* 0,022* 0,024* 0,7ns

Nivel de significacién para p < 0,05
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en ambos sistemas de regeneracién no mostraron
anormalidades fenotipicas. Con relacion a las varia-
bles medidas excepto en la altura de la planta, hubo
diferencias estadisticas significativas en las demas va-
riables evaluadas a favor de las plantas regeneradas
por embriogénesis somdtica (tabla 5).

Los resultados obtenidos en la investigacion permitie-
ron la elaboracion de una metodologia para el desa-
rrollo de la embriogénesis somatica a partir de apices
de brotes axilares en el cultivar de platano ‘FHIA - 25’
(figura 4).

Discusiéon

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas a partir de dpices de brotes
de yemas axilares

El establecimiento de tres SCE de las cinco iniciadas
a partir del explante de apices de brotes axilares esta
en correspondencia con lo publicado por Schoofs et
al. (1999), cuando senalaron que no todo complejo
embriogénico dara una buena suspension celular. Es-
tos autores utilizaron las multiyemas como fuente de
explante para el establecimiento de SCE y obtuvieron
que la tasa exitosa fuera de uno de dos o uno de cinco,
es decir, que la investigacion desarrollada esta en co-
rrespondencia con los resultados alcanzados por otros
autores.

La formacion de estructuras globulares amarillas y su
posterior desarrollo también habia sido sefalada con
anterioridad por otros autores como Dhed’a et al.
(1991), quienes establecieron SCE a partir de “scalps”,
derivados de brotes adventicios (multiyemas), en el
cultivar Bluggoe (ABB).

Las SCE establecidas se caracterizaron por la presen-
cia de una alta proporcion de agregados de células
embriogénicas proliferantes, el cambio de color de
amarillo brillante a pélido y la rapida sedimentacion de
células cuando la suspension es retirada del vibrador
orbital, lo cual indicé una alta densidad del contenido
celular, como parametros indicativos para identificar
una SCE de buena calidad (Strosse et al., 2003)

Chong et al., (2005) establecieron suspensiones celu-
lares directamente de los explantes de inflorescencias
masculinas inmaduras, lo cual permitié obtener SCE
homogéneas en 20 semanas con una respuesta supe-
rior al 70% de los explantes inoculados.

Efecto de la densidad celular en la multiplicacion de
las suspensiones celulares embriogénicas

Schoofs et al., (1999) establecieron en la etapa de mul-
tiplicacion celular curvas de crecimiento logaritmico
en SCE, derivadas del explante de multiyemas en el
cv. ‘Williams” (AAA). Estos autores obtuvieron que las

densidades celulares de 3,0 y 5,0 % fueron superiores
al 10% y a su vez estas suspensiones celulares revela-
ron bajo estas condiciones, una fase logaritmica casi
ausente.

También Barranco (2001) a partir de suspensiones es-
tablecidas de embriones somaticos obtenidos del cul-
tivo de flores masculinas en el cv. ‘FHIA - 18" (AAAB),
alcanzo la mejor multiplicacion a la densidad celular
de 3,0% de VCS con una curva de crecimiento expo-
nencial.

Resultados similares fueron obtenidos por Lépez
(2006), con relacién a la mejor respuesta de la densi-
dad celular del 3% de VCS al estudiar la curva de cre-
cimiento en suspensiones celulares del cv. ‘Navolean’
(grupo AAB), con un incremento de biomasa celular
(0,474 mL) a los 23 dias de cultivo.

Cuando se estudiaron las curvas de crecimiento al 6%
y 9% de VCS se observo que independientemente de
que disminuye en el tiempo la cantidad de biomasa
celular, también disminuye la calidad de la suspensién
celular, al ser necesario incrementar el nimero de
subcultivos a realizar, corroborado por Georget et al.
(2000), al referir que la SCE pierde calidad con el nu-
mero de subcultivos, e incrementa la probabilidad de
contaminacion, disminuyendo la tasa de crecimiento
y capacidad de regeneracion, debido entre otros fac-
tores a la disminucion de nutrientes y reguladores del
crecimiento en el medio de cultivo, fundamentalmen-
te el 2,4-D, asi como a la proliferacion de las células
densas de rapido crecimiento ricas en almidon.

Formacion de los embriones somdticos

Dhed’a et al., (1991) en el cv. ‘Bluggoe’ (ABB) obtuvie-
ron formacién de embriones somaticos en el medio de
cultivo RD1 liquido, a partir de suspensiones celulares.
Schoofs (1997), obtuvo de 10% a 10* embriones soma-
ticos por mL de VCS en medio de cultivo RD1 semi-
solido, a partir de suspensiones celulares de platanos.

Arnold et al, (2002), al respecto senalaron ademas,
que es importante tener en cuenta que para facilitar
la formacion y la sincronizacién de los embriones so-
maticos es necesario tamizar los agregados celulares y
lavar éstos antes de su inoculacion, para eliminar resi-
duos del medio de cultivo anterior.

Resultados similares a los obtenidos en la presente in-
vestigacion fueron reportados por Barranco (2000) en
el cultivar Gran Enano (AAA), con el ajuste al 15% de
densidad celular de las SCE, logro el proceso de his-
todiferenciacion en medio de cultivo liquido y formé
2561,5 £ 95,3 embriones somaticos.

Chong et al. (2005) al estudiar varias densidades celu-
lares, obtuvieron diferentes cantidades de embriones
somaticos, lo cual pudo estar influenciado por los di-
ferentes potenciales embriogénicos de las lineas celu-
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lares de Gran Enanao (AAA), todo lo cual corrobora
los resultados obtenidos en la investigacion realizada.

Influencia del tiempo de cultivo para la maduracion
de los embriones somdticos y su germinacion

Emb cotiled caracteristico de especies monocotiledé-
neas segun fue senalado por Natesh y Rau (1984).

Los embriones somaticos en etapa globular no estan
preparados para germinar y por tanto necesitan ser
colocados en un medio especifico para favorecer su
maduracion (Suarez-Castelld et al.,, 2012), siendo ne-
cesario la etapa de maduracién del embrion donde
ocurre la expansion de la célula y la acumulacion de
sustancias de reserva (Corredoira et al., 2003).

Daniels et al., (2002) en el cv. ‘FHIA - 21’ (Musa AAAB)
observaron que la densidad celular y el tiempo de
permanencia en el medio de cultivo de maduracién
influyen en el ndmero de embriones somaticos germi-
nados, lo cual pudo ser corroborado en la presente
investigacion.

Barranco (2001) en el cv. ‘FHIA - 18’ (AAAB) al estable-
cer embriones somaticos a densidades de entre 0,4
y 0,8 gMF en Erlenmeyer de 250 ml que contenia 25

Seleccion del explante

en campo P5+0.2mg.L-7 ANC

45 dias

Formacién de embricnes
RD1 (Dhed'a et al., 1997) (12,0% VCS)

‘30 dias

45 dias

Maduracién de embriones
(0.22mg.L"" Zeatina)

Apices de brotes de yemas axilares

Germinacién de embriones MC
Gomez et al. (2000) (0.5 gMF)

mL de medio de cultivo, incubados en condiciones de
oscuridad y temperatura de 27 £ 0.2°C en un agitador
orbital. Estos tuvieron una rapida maduracién, la cual
ocurrié entre 15y 22 dias de cultivo. Lopez (2006) al
estudiar la interaccion de la densidad de inéculo inicial
de embriones somaticos y el tiempo de incubacién en
el medio de maduracién, en el cv. ‘Navolean’, observo
que la mejor combinacion fue la densidad de 0,5 gMF
de embriones durante 30 dias de cultivo, logrando un
porcentaje de germinacion de 46,8%. Ademas este
mismo autor demostré que cuando los embriones so-
maticos no fueron cultivados previamente en el medio
de cultivo de maduracién, sélo germiné el 18,6% de
los mismos.

Barranco (2001) logré 40,6% de germinacion en el
cultivar hibrido ‘FHIA - 18" en medio de cultivo semi-
solido; y Cabrera et al, (2002) en el cv. ‘Navolean’
(ABB) un 49,3% de germinacion en el medio propues-
to por Gomez et al.,, 2000.

Los resultados obtenidos por dichos autores corrobo-
ran los alcanzados en la presente investigacion, evi-
denciando la importancia de la etapa de maduracién
de los embriones somaticos para incrementar su por-
centaje de germinacion.

1

Apice de 2-3 mm Explantes en medio
ZZ liquido

21 dias

Establecimiento de
suspensiones celulares (90 rpm)

Figura 4. Esquema de trabajo para el desarrollo de la embriogénesis somdtica del cultivar ‘FHIA - 25’ (Musa AAB)
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Conversion a plantas de los embriones somdticos

La eficiencia del proceso embriogénico de cualquier
especie vegetal, esta dada por la germinacién y con-
version de los embriones somaticos en plantas, eta-
pas que constituyen requisitos indispensables (Lopez,
2006).

De una total de 350 plantas evaluadas procedentes
de los embriones somaticos, se logré una superviven-
cia del 98%, en comparacién con las plantas rege-
neradas por organogénesis, que alcanzaron 97,4%.
Resultados similares fueron obtenidos por Lépez
(2006) al estudiar la conversién a plantas de embrio-
nes somaticos del cultivar Navolean sin la presencia
de variacién somaclonal en la fase de aclimatizacion,
lo cual corroboré lo planteado por Sandoval et al,
(1997) al afirmar que en esta fase solamente se pue-
de detectar alrededor de un 60% de variantes soma-
clonales, cual no implica que no se hayan producido,
sino que no fue posible su observacion visual, por
tanto se hace necesario continuar las evaluaciones de
estas plantas en campo hasta completar su ciclo de
desarrollo. Sin embargo, Lépez (2006) al evaluar la
conversion a plantas de los embriones somaticos del
cultivar Navolen, observé que un 0,5% mostraban
variaciéon somaclonal con caracteristicas de hojas va-
riegadas, descrita por Reuveni e Israeli (1990) como
“axilares mosaic-like”.

Cote et al, (2000), durante la fase de aclimatizacion
de plantas regeneradas de embriones somaticos en el
cv. ‘Gran Enano’ (AAA) observaron que en el 0,5 -1,3%
de la poblacién tuvieron hojas variegadas, y senala-
ron ademas que cuando estas plantas fueron llevadas
a campo desaparecio esta anormalidad morfolégica,
quizas debido a cambios epigenéticos ocurridos.

Conclusiones

Se logro la regeneracion de plantas del cv. ‘FHIA - 257
via embriogénesis somatica, a partir de los embriones
somaticos formados al 12% de densidad celular y pos-
teriormente madurados durante 30 dias.

La metodologia desarrollada propicié la conversion de
los embriones somaticos a plantas con una superviven-
cia del 98% de éstas en la fase de aclimatizacion.
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