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RESUMEN

 La regeneración 
  de plantas por embriogénesis somática en plátanos y bananos 
  puede convertirse en una tecnología para la propagación a escala 
  comercial, debido al elevado coeficiente de multiplicación de los embriones 
  somáticos. Sin embargo, para lograr tasas superiores de germinación 
  y conversión de plantas, es importante obtener embriones de calidad con 
  un desarrollo morfológico sincrónico. Por tanto, el objetivo del 
  trabajo fue determinar el efecto de la densidad de inoculación de embriones 
  somáticos en la obtención de plántulas de plátano 
  cv. �FHIA-21� (AAAB). Para ello, se estudiaron cuatro tratamientos correspondientes 
  a la inoculación de 0,2; 0,4; 0,6 y 0,8 gramos de masa fresca (gMF) de 
  embriones en medio de cultivo líquido de maduración. A los 30 
  días, se evaluaron las características morfológicas e histológicas 
  de los embriones y se transfirieron a un medio de cultivo semisólido 
  de germinación. Los resultados mostraron una mejor sincronización 
  en el desarrollo morfológico de los embriones somáticos cuando 
  se cultivaron con 0,6 gMF, aspecto que se evidenció por la uniformidad 
  de su longitud, formación de los meristemos caulinar y radical, así 
  como la acumulación de sustancias de reserva. Estos embriones alcanzaron 
  un mayor porcentaje de germinación y formación de plantas completas, 
  con diferencias estadísticas respecto al resto de los tratamientos. Las 
  plantas se caracterizaron por una mayor longitud del pseudotallo, más 
  de dos hojas abiertas y mayor número de raíces. El presente estudio 
  es fundamental para la propagación masiva de plátano cv. �FHIA-21� 
  por embriogénesis somática.
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ABSTRACT

 Plant regeneration 
  through somatic embryogenesis in plantain and banana may become a commercial 
  propagation technology, due to the high multiplication coefficient of somatic 
  embryos. However, it is important to get quality embryos with a synchronous 
  morphological development to achieve higher rates of germination and plant conversion. 
  Therefore, the aim of this study was to determine the effect of inoculation 
  density of somatic embryos for obtaining plantain �FHIA-21� (AAAB) cultivars. 
  Then, four inoculation treatments were studied: 0,2; 0,4; 0,6 and 0,8 grams 
  of fresh mass (gMF) of embryos on liquid culture medium of maturation. The morphological 
  and histological characteristics of somatic embryos were evaluated after 30 
  days and transferred to a semisolid germination culture medium. Results showed 
  a better synchronization in the morphological development of somatic embryos 
  when cultured with 0,6 Gmf, which was evident by their length uniformity, the 
  apical and root meristem formation, as well as the accumulation of reserve substances. 
  Such embryos reached a higher percentage of germination and whole plant formation, 
  with statistical differences compared to other treatments. These plants were 
  characterized by a longer pseudostem, more than two open leaves and greater 
  root number. This study is essential for the mass propagation of plantain cv. 
  �FHIA-21� by somatic embryogenesis.
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INTRODUCCIÓN

 La embriogénesis 
  somática es un proceso mediante el cual las células somáticas 
  se diferencian en embriones somáticos y conservan íntegramente 
  el genotipo de la planta donante. Los métodos para la realización 
  de este tipo de morfogénesis se han descrito en un gran número 
  de especies de plantas, cada una con sus propias características (1).

  

  En plátanos y bananos, la regeneración de plantas por embriogénesis 
  somática se ha utilizado como herramienta en programas de mejoramiento 
  por transformación genética (2), así como para aumentar 
  la germinación de progenies híbridas utilizadas en las estrategias 
  de mejoramiento convencional (3). Sin embargo, el mayor interés se centra 
  en su aplicación práctica para la propagación de plantas 
  a escala comercial (4), debido al elevado coeficiente de multiplicación 
  de los embriones somáticos. Aunque para lograr tasas superiores de germinación 
  y conversión de plantas, es importante obtener embriones de calidad con 
  un desarrollo morfológico sincrónico.

  

  La asincronía que caracteriza a los cultivos embriogénicos se 
  considera la principal desventaja del método para su empleo en la propagación 
  masiva de plantas. A pesar de este fenómeno, sigue siendo un sistema 
  de propagación más eficiente que la micropropagación convencional 
  a través del cultivo de ápices meristemáticos (5). Los 
  altos costos de producción durante la micropropagación de plátano 
  generalmente limitan su uso comercial (6), debido a la oxidación fenólica, 
  lento crecimiento y baja proliferación de los explantes (7).

  

  En el proceso de embriogénesis somática la fase de maduración 
  es crucial, porque favorece el desarrollo del embrión y su conversión 
  en planta. Evidencias experimentales sugieren que las condiciones de cultivo 
  pueden modular el desarrollo de los cultivos embriogénicos. Diferentes 
  autores han hecho referencia al papel de la densidad de inoculación y 
  su relación con el proceso de diferenciación de los embriones 
  somáticos, independientemente de la composición del medio de cultivo 
  (6, 8).

  

  En Musa spp., los estudios relacionados con el efecto de la densidad de inoculación 
  no describen su influencia sobre el desarrollo morfológico de los embriones 
  somáticos y su relación con la reducción de la asincronía 
  y eficacia en la germinación. Esto se debe a que los embriones transitan 
  rápidamente por las diferentes etapas de desarrollo ontogénico, 
  sin grandes cambios morfológicos, lo cual requiere de una caracterización 
  detallada de su morfología e histología (9).

  

  Con base en lo anterior, esta investigación tuvo como objetivo determinar 
  el efecto de la densidad de inoculación de embriones somáticos 
  en la obtención de plántulas de plátano cv. �FHIA-21� (AAAB).

 

 MATERIALES 
  Y MÉTODOS

 Material 
  vegetal

  

  Los embriones somáticos se obtuvieron en medio de cultivo líquido, 
  a partir de suspensiones celulares embriogénicas de plátano cv. 
  �FHIA-21� (AAAB), siguiendo el procedimiento descrito por otros autores (10). 
  Se utilizó un medio de cultivo compuesto por el 100 % de las sales inorgánicas 
  de Schenk e Hildebrandt (11), al que se adicionaron vitaminas de Murashige y 
  Skoog (12) al 100 %, 0,5 mg L-1 de biotina, 100 mg L-1 
  de extracto de malta, 100 mg L-1 de L-glutamina, 230 mg L-1 
  de L-prolina, 10 mg L-1 de lactosa, 0,05 mg L-1 de zeatina, 
  100 mg L-1 de mio-inositol, 0,2 mg L-1 de ácido 
  naftalenacético (ANA), 0,2 mg L-1 de isopenilaminopurina (2ip), 
  0,1 mg L-1 de Kinetina y 45 g L-1 de sacarosa. El pH se 
  ajustó a 5,3 antes de la esterilización. Los embriones se encontraban 
  en etapa globular y se caracterizaron por presentar una longitud entre 0,20 
  a 0,50 mm.

  

  Efecto de la densidad de inoculación en la maduración 
  de los embriones somáticos

  

  Se estudiaron cuatro densidades de inoculación durante la fase de maduración 
  de los embriones somáticos. Para ello, se adicionaron 0,2; 0,4; 0,6 y 
  0,8 gramos de masa fresca (gMF) de embriones en Erlenmeyers de 250 mL de capacidad, 
  que contenían 30 mL de medio de cultivo líquido. El medio de cultivo 
  estaba compuesto por el 100 % de las sales y vitaminas MS (12), 1,0 mg L-1 
  de biotina, 0,5 mg L-1 de 6-bencilaminopurina (6-BAP), 1,0 mg L-1 
  de ácido indol-3-acético (AIA) y 30 g L-1 de sacarosa.

  

  Los Erlenmeyers se colocaron en agitador orbital (INFORS HT) a 90 rpm de velocidad 
  de rotación, en condiciones de oscuridad total y 27±2,0 ºC. 
  Se establecieron cinco repeticiones por cada tratamiento con un diseño 
  experimental completamente aleatorizado. A los 30 días de cultivo, se 
  evaluaron las características morfológicas e histológicas 
  de los embriones somáticos en las cuatro densidades de inoculación. 
  Posteriormente, se transfirieron a medio de cultivo semisólido de germinación 
  propuesto por otros investigadores (13), el cual estaba compuesto por las sales 
  y vitaminas MS, 0,5 mg L-1 de 6-BAP, 2,0 mg L-1 de AIA, 
  100 mg L-1 de mio-inositol, 0,01 mg L-1 de Biobrás-6 
  (análogo de brasinoesteroide procedente de la Facultad de Química 
  de la Universidad de La Habana) y 30 g L-1 de sacarosa. En ambos 
  medios de cultivo el pH fue ajustado a 5,8±0,01.

  

  Morfología e histología de los embriones somáticos

  

  Se realizó una descripción morfológica de los embriones 
  somáticos, con el objetivo de identificar sus principales características, 
  durante la fase de maduración. Las observaciones se efectuaron bajo un 
  microscopio estereoscópico (OLYMPUS) (10x), así como la medición 
  de su longitud (mm) a través de una escala micrométrica acoplada 
  al ocular. Para facilitar la observación y medición de los embriones, 
  se extrajeron, de cada tratamiento, 1,0 mL de medio de cultivo líquido 
  que contenía los embriones somáticos. Las muestras se depositaron 
  en vasos de precipitado (50 mL de capacidad) con 30 mL de una solución 
  de Gelrite® (SIGMA) (2,5 g L-1) y agua desionizada. Posteriormente, 
  las soluciones de los vasos de precipitado se vertieron en placas de Petri de 
  70 mm de diámetro y quedaron inmovilizados los embriones después 
  de solidificada la solución. Los valores de las mediciones se agruparon 
  en tres rangos de longitudes, de 1,0 a 3,0; de 3,1 a 5,0 y de 5,1 a 7,0 mm, 
  para determinar su frecuencia de aparición en los diferentes tratamientos 
  y con ello identificar la densidad de inoculación que aporta mayor sincronía 
  al cultivo.

  

  El análisis histológico se realizó con el objetivo de identificar 
  estructuras anatómicas y bioquímicas, que confirmen el desarrollo 
  de los embriones somáticos y su preparación para la germinación. 
  Para ello, se extrajeron dos muestras de cada tratamiento y se colocaron los 
  embriones somáticos en una solución de fijación que contenía 
  formaldehído al 37 % (v/v), ácido acético al 100 % (v/v) 
  y etanol al 70 % (v/v), en una proporción 5:5:90 durante 24 horas. Seguidamente, 
  estos fueron deshidratados en un gradiente ascendente de etanol y embebidos 
  en parafina. Se efectuaron cortes seriados de 10 µm de grosor con un micrótomo 
  de rotación (Zeiss, Alemania), se fijaron en portaobjetos, se hidrataron 
  y se realizó una tinción con safranina al 0,5 %. Las secciones 
  histológicas de las muestras se examinaron en microscopio óptico 
  (AXIOSKOP) (40x) y las imágenes fueron captadas con una cámara 
  digital (OLYMPUS DP70) que se encontraba acoplada al microscopio.

  

  Germinación de los embriones somáticos

  

  Los embriones somáticos maduros, correspondientes a cada densidad de 
  inoculación, se colocaron en frascos plásticos de cultivo (500 
  mL de capacidad total) sobre 50 mL de medio de cultivo semisólido de 
  germinación. Los frascos se colocaron en cámara de crecimiento 
  de luz artificial (tubos fluorescentes de luz blanca), con un fotoperiodo de 
  16 horas de luz a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (FFF) 
  de 62-68 µmol m-2 s-1) y 27±2,0 ºC. 
  Se establecieron ocho réplicas por cada densidad de inoculación, 
  con 20 embriones somáticos cada una en un diseño experimental 
  completamente aleatorizado.

  

  Durante la fase de geminación de los embriones somáticos, se realizaron 
  observaciones a los 10, 20 y 30 días de cultivo, con la ayuda de un microscopio 
  estereoscópico (OLYMPUS) (10x); además, a los 30 días se 
  cuantificó el número de embriones germinados y se expresaron los 
  valores en porcentaje de germinación. Al mismo tiempo, se evaluaron las 
  características morfológicas de las plantas, como la longitud 
  del pseudotallo (cm) desde la base hasta la inserción de la primera hoja, 
  el número de hojas abiertas y número de raíces. Posteriormente, 
  las plantas fueron transferidas y mantenidas durante 30 días en medio 
  de cultivo semisólido de elongación, previo a su traslado a condiciones 
  ex vitro en casa de cultivo.

  

  Análisis estadístico

  

  Para el análisis estadístico se utilizó el paquete computacional 
  SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versión 20 sobre Windows 
  (14). A los datos experimentales se les comprobaron los supuestos de distribución 
  normal y homogeneidad de varianza. La comparación de los valores medio 
  se efectuó mediante la prueba de Kruskall Wallis, con un nivel de significación 
  de 0,05 %.

 

 RESULTADOS 
  Y DISCUSIÓN

 Efecto 
  de la densidad de inoculación en la maduración de los embriones 
  somáticos

  

  Los resultados mostraron la influencia de la densidad de inoculación 
  en la morfología, histología y posterior germinación de 
  los embriones somáticos de plátano cv. �FHIA-21� (AAAB).

  

  A los 30 días de cultivo en fase de maduración, se observaron 
  diferencias en la morfología de los embriones somáticos. La principal 
  diferencia se presentó en su longitud, con variaciones en la frecuencia 
  de aparición de los rangos establecidos para este estudio (de 1,0 a 3,0; 
  de 3,1 a 5,0 y de 5,1 a 7,0 mm). Al respecto, se observó que los embriones 
  somáticos cultivados con las menores densidades (0,2 y 0,4 gMF) mostraron 
  mayor heterogeneidad en su longitud, con representación en los tres rangos 
  de longitudes (Figura 1). Además, mostraron germinación 
  parcial con presencia del primordio radicular (Figura 2 A). 
  En el examen histológico de estos tratamientos, se observó una 
  epidermis irregular por la formación de estructuras redondeadas en su 
  periferia y la definición de los meristemos caulinar y radicular en la 
  región central del embrión. No se observaron estructuras de reserva 
  en la región del escutelo (Figura 2 B, C).



   

  

   

 A pesar del carácter 
  asincrónico de los cultivos embriogénicos, la densidad de inoculación 
  de 0,6 gMF proporcionó una mayor sincronía, porque logró 
  mayor homogeneidad en la longitud de sus embriones somáticos, en relación 
  con el resto de los tratamientos estudiados. El mayor porcentaje de estos embriones 
  (87,2 %) se ubicó en uno de los rangos establecidos con una longitud 
  de 3,1 a 5,0 mm (Figura 1).

  

  Estos embriones se caracterizaron por presentar forma circular con una coloración 
  amarillo pálido (Figura 2 D). Las secciones histológicas 
  mostraron una epidermis regular de estos embriones, además de la presencia 
  de los meristemos caulinar y radicular. También se observó en 
  la región del escutelo la acumulación de estructuras de reservas 
  (Figura 2 E, F, G).

  

  Por otra parte, los embriones cultivados con 0,8 gMF de densidad de inoculación 
  mostraron mayor frecuencia de aparición de embriones pequeños 
  (37,6 %), entre 1,0 y 3,0 mm de longitud, aunque el 62,4 % de sus embriones 
  se ubicó en el rango de longitud medio entre 3,1 y 5,0 mm (Figura 
  1). En este tratamiento se observaron daños sobre la epidermis de 
  los embriones, dado posiblemente por la fricción entre ellos, debido 
  a la alta densidad de inoculación (Figura 2 H). Además, 
  se observó el oscurecimiento del medio de cultivo, lo cual pudo estar 
  relacionado con la exudación de compuestos fenólicos y su posterior 
  oxidación.

  

  Las secciones histológicas de los embriones somáticos cultivados 
  con 0,8 gMF evidenciaron la definición de la epidermis regular y la presencia 
  de estructuras de reserva en el centro del embrión. Sin embargo, no se 
  observaron los meristemos caulinar y radicular (Figura 2 I).

  

  Germinación de los embriones somáticos

  

  Durante la germinación de los embriones somáticos se observaron 
  diferencias en su aspecto morfológico, relacionadas con la densidad de 
  inoculación utilizada durante la fase de maduración. A los 10 
  días, los embriones cultivados con 0,6 gMF mostraron la emisión 
  del ápice caulinar como pequeños brotes de color verde. Estos 
  se elongaron con el aumento de los días de cultivo hasta la formación 
  de plantas completas, las cuales se observaron a los 30 días de cultivo 
  (Figura 3 A, B, C). El mayor porcentaje de germinación 
  correspondió a estos embriones (62,0 %), con diferencias significativas 
  con el resto de los tratamientos (Figura 4).



   

  

   

 La germinación 
  de los embriones somáticos cultivados con 0,8 gMF mostró un desarrollo 
  morfológico, similar a los embriones cultivados con 

  0,6 gMF; pero su bajo porcentaje de germinación (19,3 %) pudo estar dado 
  por la fenolización y muerte de los embriones sobre el medio de cultivo 
  semisólido de germinación. Esta respuesta debió estar relacionada 
  con el daño mecánico que presentaban en la epidermis y el poco 
  desarrollo ontogénico que alcanzaron al finalizar la fase de maduración.

  

  Por su parte, los embriones somáticos cultivados con 0,2 y 0,4 gMF presentaron 
  diferencias morfológicas durante su germinación con respecto al 
  resto de los tratamientos. A los 10 días de cultivo, se observó 
  un aumento del tamaño, con un crecimiento irregular de la epidermis, 
  dando lugar a estructuras redondeadas de color blanco (Figura 
  3 D). Posteriormente, a los 20 días estas irregularidades se diferenciaron 
  en pequeños brotes de color verde y a los 30 días se observaron 
  plantas con crecimiento en forma de roseta (Figura 3 E y F).

  

  Al analizar las características morfológicas de las plantas, se 
  observó que las procedentes del cultivo con 0,6 gMF tuvieron mejor definición 
  y longitud del pseudotallo, más de dos hojas abiertas y mayor número 
  de raíces, con diferencias significativas, respecto a las plantas procedentes 
  del resto de los tratamientos (Tabla y Figura 
  3 C). Sin embargo, las plantas originadas de embriones somáticos, 
  cultivados con 0,2 y 0,4 gMF, mostraron desórdenes en su morfología, 
  con un crecimiento en forma de roseta por la no definición del pseudotallo 
  y la presencia de múltiples brotes de apariencia adventicia (Figura 
  3 F).



   

 En el género 
  Musa, los estudios relacionados con la densidad de inoculación han estimado 
  la culminación del desarrollo de los embriones somáticos a través 
  de su germinación. Por ejemplo, los embriones somáticos del banano 
  cv. �FHIA-18� (AAAB) mostraron una mejor germinación cuando fueron cultivados 
  con 0,8 gMF (13).

  

  Por otra parte, en el cultivar de plátano �Navolean� (ABB) se produjo 
  la maduración de los embriones a una densidad de 0,5 gMF con el 46,8 
  % de germinación (15). Al respecto, los embriones maduros de plátano 
  cv. �Da Jiao� (ABB) presentaron de 2,0 a 3,0 mm de diámetro después 
  de tres meses de cultivo con un porcentaje de germinación del 40,0 % 
  (2). Como se observa existen diferencias en relación con la densidad 
  de inoculación y el porcentaje de germinación de los embriones 
  somáticos, aspectos que han sido relacionados con la influencia del genotipo. 
  En este estudio, se obtuvo un 62,0 % de embriones germinados cuando los embriones 
  fueron cultivados a 0,6 gMF, lo cual sugiere la conveniencia de propagar el 
  cv. de plátano �FHIA-21� por embriogénesis somática.

  

  El éxito en la aplicación de la biotecnología moderna depende 
  de protocolos eficientes y reproducibles de regeneración de plantas, 
  a partir de embriones somáticos y suspensiones celulares embriogénicas 
  (16). Muchos factores restrictivos permanecen en la embriogénesis somática 
  de plátano como la larga duración, la imprevisibilidad y un alto 
  grado de dependencia al genotipo (17). Por esta razón, es de gran importancia 
  realizar estudios que nos permitan establecer las condiciones de cultivos idóneas 
  para estandarizar los protocolos en función de cada cultivar.

  

  El efecto de la densidad de inoculación y la influencia del genotipo 
  están entre los factores que determinan la formación de los embriones 
  somáticos de plátano cv. �FHIA-21� a partir de suspensiones celulares 
  embriogénicas (10). No obstante, los resultados experimentales de este 
  trabajo demostraron también la importancia de la densidad de inoculación 
  en el desarrollo morfológico de estos embriones durante las fases de 
  maduración, germinación y formación de plantas completas. 
  Sin embargo, varios investigadores consideran que para la selección adecuada 
  de la densidad de inoculación, se debe determinar su efecto sobre la 
  reducción de la asincronía; aspecto fundamental para el avance 
  de la embriogénesis somática a escala comercial (10). Con ello 
  se pueden simplificar los protocolos y disminuir sustancialmente los costos 
  de producción (18). En este sentido, otros autores sugieren que los protocolos 
  deben ser lo suficientemente amplios como para capturar el rango completo de 
  posibles diferencias genéticas en el desarrollo de cada genotipo (19).

  

  El efecto de la densidad de inoculación se ha relacionado con la disponibilidad 
  de nutrientes minerales en el medio de cultivo. Aunque en un estudio previo 
  se comprobó que no existe relación entre el factor densidad de 
  inoculación y los requerimientos de nutrientes minerales durante la fase 
  de maduración de embriones somáticos de plátano cv. �FHIA-21� 
  (20).

  

  De acuerdo con la información existente, durante la fase de maduración 
  los embriones somáticos sufren cambios morfológicos y bioquímicos, 
  debido a la expansión celular y acumulación de sustancias de reserva 
  (1). En este estudio se observó la expansión celular a través 
  del incremento en la longitud de los embriones somáticos, la cual se 
  produjo en todos los tratamientos estudiados. Aunque solamente los embriones 
  que se cultivaron en 0,6 gMF de densidad de inoculación, mostraron estructuras 
  de reserva y definición de los meristemos caulinar y radicular. Estas 
  características se consideran evidencias anatómicas de la preparación 
  de los embriones somáticos para la germinación. Los resultados 
  de este estudio constituyen el primer informe donde se relacionan las características 
  morfológicas e histológicas de los embriones somáticos 
  de plátano cv. �FHIA-21� (AAAB) con la sincronización del cultivo 
  y su posterior germinación.

 

 CONCLUSIONES

 Los resultados 
  mostraron la influencia de la densidad de inoculación en el desarrollo 
  morfológico de los embriones somáticos de plátano cv. �FHIA-21� 
  (AAAB). Los embriones que se cultivaron a 0,6 gMF presentaron una mayor uniformidad 
  de su longitud, formación de los meristemos caulinar y radical, así 
  como la acumulación de sustancias de reserva. Estos embriones alcanzaron 
  mayor porcentaje de germinación y formación de plantas completas. 
  El presente estudio es fundamental para la propagación in vitro 
  de plátano cv. �FHIA-21� a gran escala por embriogénesis somática.
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Figura 3. Germinacién de los embriones somiticos de plitano cv. FFHIA-21' (AAAB), a los 10, 20 y 30 dias,
ivo en medio semisdlido de germinacion
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Figura 1. Efecto de la densidad de inoculacién en
la frecuencia de aparicion del rango de
longitud de los embriones somaticos
de platano cv. ‘FHIA-21’ (AAAB), a los
30 dias de cultivo en fase de maduracién
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Figura 4. Efecto de la den:
utilizada en la fase de maduracién sobre
la germinacion (%) de los embriones
somaticos de platano cv. ‘FHIA-21"
(AAAB) alos 30 dias de cultivo en medio
semisélido
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Figura 2. Embriones sométicos de plitano cv. ‘FHIA-21' (AAAB) en medio de cultivo liquido de maduraci





