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Resumen

La embriogénesis somatica representa una herramienta esencial en el mejoramiento genético y en la micropropagacion
clonal masiva de bananos mejorados. En el presente trabajo se analizaron los patrones morfolégicos y anatémicos que
ocurren durante la embriogénesis somética del banano Williams, dirigidos a conocer y mejorar este proceso. En la inves-
tigacion se establecieron suspensiones celulares embriogénicas (SCE) a partir de callo embriogénico obtenido de manos
florales inmaduras masculinas, las cuales originaron abundantes embriones que regeneraron plantas. Hacia los tres meses
de cultivo se detectaron embriones somaticos (ES) primarios color blanco-crema en las manos florales de los nudos nueve
a doce, contados a partir del apice floral. Al cuarto mes estos ES primarios dieron origen al callo embriogénico, de color
blanco crema, estructura granular, con abundantes ES torpedo en su periferia y con una organizacién celular en tres di-
ferentes zonas. De este callo se cultivaron porciones pequenas con ES torpedo en medio de multiplicacion durante dos
meses, dando origen a la SCE I. La misma se tamizé (250 um) para establecer la SCE II. El sedimento de células y los agre-
gados celulares embriogénicos de ambas SCE se trasladé a medio de maduracién. Transcurridos dos meses los embriones
maduros se transfirieron a medio de conversion de embriones, lograndose regenerar plantas completas a partir de las dos
semanas. Las SCE produjeron numerosos embriones somaticos maduros y mostraron una buena conversién de embriones
a plantas y regeneracion de plantas. Este sistema de embriogénesis somdtica permitié la obtencion de plantas funcionales
en nueve meses.

Palabras clave: Musa, callo embriogénico, suspensiones celulares embriogénicas, embriones maduros, conversion de em-
briones.

Abreviaturas: SCE suspension celular embriogénica.

Abstract

Somatic embryogenesis represents an essential tool for the genetic improvement and for the mass clonal micropropagation
of the improved banana plant. In this present work morphological and anatomical patterns were analyzed in the somatic
embryogenesis of Williams banana, to know and enhance this process. In the investigation embryogenic cell suspensions

(ECS) were established from embryogenic callus obtained from floral immature male hands, which gave rise to many soma-
tic embryos that regenerated plants. Towards the three months of culture white-cream primary somatic embryos (SE) were
detected in the floral hands of the nodes nine to twelve, counted from the floral apex. At the fourth month this primary SE
gave origin to a creamy-white embryogenic callus, with granular structure and abundant SE torpedo on its periphery. Cell
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organization with three different zones was observed in callus. Small portions of this callus were cultivated in the multipli-
cation medium for two months, to originate ECS 1. This ECS was filtered through a mesh (250 um pore size) to establish the
ECS II. The sediment of embryogenic cells and cell clusters of the ECS were moved to maturation media. After two months
the mature embryos were transferred to conversion medium, and two weeks later, whole plants were developed. The ECS

produced numerous mature SE, which showed good conversion of embryos into plants and plant regeneration. This system
of somatic embryogenesis permitted the mass production of functional plants in nine months.

Key words: Musa, embryogenic callus, embryogenic cell suspension, mature embryos, conversion of embryos.

Recibido: septiembre 20 de 2011 Aprobado: mayo 14 de 2012

Introduccién

El cultivo de bananos y platanos (Musa spp.) se en-
cuentra ampliamente distribuido en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, donde ambos
cultivos tienen gran importancia socioeconémica
y nutricional, debido a que son fuente de alimen-
to, empleo e ingreso econémico. Los bananos del
subgrupo Cavendish, entre ellos el Williams (AAA),
son los mas cultivados y dominan el mercado mun-
dial. Venezuela en particular destin para este culti-
vo una superficie de siembra de 35.096 ha, y tuvo
una produccion estimada de 551.823 ty rendimien-
tos de 15,72 t/ha en el afno 2007 (Fedeagro, 2011).

La produccion de bananos y platanos en Venezuela
ha sido fuertemente afectada por la enfermedad Si-
gatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) (Martinez et
al., 2007), la cual se manifiesta por la presencia de
manchas negras en las hojas de la planta, que oca-
siona una reduccién de la superficie foliar funcional.
Por consiguiente, la planta muestra debilitamiento,
produccion de racimos pequefios, con menor nu-
mero de manos, y frutos pequefios con maduracion
precoz. Esta situacion ha ocasionado grandes pérdi-
das en la produccion de frutas y para controlarla es
necesario aplicar técnicas biotecnolégicas en su me-
joramiento genético y micropropagacion clonal de
cultivares mejorados.

El éxito de la aplicacion de la biotecnologia moder-
na, como es la transformacion genética depende
entre otros factores de protocolos reproducibles y
eficientes de regeneracion de plantas a través de sus-
pensiones celulares embriogénicas y formacién de
embriones somaticos. Sin embargo, la carencia de
protocolos de regeneracion de plantas es en muchos
casos el principal obstaculo para llevarla a cabo (Jalil
et al., 2003: Caboni et al., 2002).

La embriogénesis somatica es un proceso morfogéni-
co que permite obtener altos volimenes de produc-

cion de plantas clonadas, en un periodo de tiempo
corto y con menores costos. En Musa este proceso
se ha logrado establecer en algunos bananos y plata-
nos a partir de manos florales inmaduras (Pérez y Ro-
sell, 2008; Namanya et al., 2004; Strosse et al., 2003;
Filippi et al., 2001; Grapin et al., 2000; Escalant et al.,
1994) y se dispone de algunas técnicas estandar. Sin
embargo, todavia existen varias limitaciones en el sis-
tema durante la etapa de induccion de callo embrio-
génico, el establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas, la maduracion de embriones somati-
cos y la conversion posterior de éstos a plantas, los
cuales difieren en otros genotipos de bananos y pla-
tanos, por lo que no puede considerarse un proto-
colo comun. Strosse et al. (2003) indicaron que una
de las limitantes es que pocos callos embriogénicos
resultan en una buena suspension celular. Dada la
importancia de los bananos, a nivel mundial y espe-
cificamente en Venezuela, en esta investigacion se
plante6 como objetivo analizar los patrones mor-
fologicos y anatémicos que ocurren durante la em-
briogénesis somatica del banano Williams, dirigidos
a conocer y mejorar el proceso. En la investigacion
se establecieron suspensiones celulares embriogéni-
cas que originaron abundantes embriones somaticos
que se diferenciaron y formaron plantas completas.

Materiales y métodos

Esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, IBE, UCV. Se utiliz6 como ma-
terial vegetal el banano Williams, un triploide con ge-
noma acuminata (AAA), que presenta rasgos similares
al Giant Cavendish y se cultiva en mayor proporcion
en los Valles de Aragua, estado Aragua, Venezuela.

Material vegetal

Se recolectaron inflorescencias masculinas de bana-
no Williams en la Hacienda “La Cuarta Perena” ubi-
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cada en el Sector Palo Negro de Maracay, municipio
Libertador, estado Aragua, Venezuela. Las inflorescen-
cias se redujeron a 2,5 cm de largo (Escalant et al.,
1994), se desinfectaron superficialmente con etanol al
70% por 5 min y luego se realizé un enjuague con
agua destilada esterilizada. Con ayuda de un estereos-
copio (Poland PZO) se extrajeron de cada inflorescen-
cia las manos florales ubicadas entre los nudos siete a
dieciséis, contados a partir del apice floral.

Obtencion de callo embriogénico

Inmediatamente las manos florales se transfirieron al
medio de induccién de callo MIC descrito por Escalant
et al. (1994), gelificado con 7 g/L de agar-agar y distri-
buido en frascos de vidrio pequefos (6,5 cm de altura
x 5,5 cm de diametro) con 30 mL de medio. Las manos
florales se mantuvieron bajo oscuridad a 26 + 1 °C has-
ta la formacion de callo embriogénico. Paralelamente
se prepard un testigo con manos florales establecidas
en MIC sin las auxinas acido indolacético (AlA), acido
naftalenacético (ANA) y 2,4-acido diclorofenoxiacético
(2,4-D). Se utilizé un disefio experimental totalmente
al azar con arreglo en parcelas divididas en el tiempo
con ocho repeticiones y treinta manos florales como
unidad experimental en cada nudo floral. En cada tra-
tamiento, medio con auxinas y sin auxinas, se deter-
minaron las siguientes variables: porcentaje de manos
florales con embriones somaticos primarios (PMEP),
con callo embriogénico (PMCE), con callo no embrio-
génico (PMCN) y el nimero de embriones por cm? de
callo. Los datos de las variables se analizaron mediante
el procedimiento MLG del programa SPSS version 12
(Pérez, 2005).

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas

Se transfirieron 240 mg de callo embriogénico, que
contenia abundantes embriones somaticos en etapa
de torpedo, a 10 mL de MIC sin antioxidante conte-
nidos en enlermeyers de 50 ml, estableciendo la
suspension celular embriogénica | (SCE ). Las suspen-
siones se mantuvieron en oscuridad a 26 = 1 °C bajo
agitacion orbital (INNOVA 2100 con 19 mm de 6rbita
circular) a 100 rpm y con recambio de medio fresco
(50% del medio) cada siete dias durante dos meses.
Posteriormente la SCE | se tamiz6 con una rejilla (ta-
mano de poro 250 um) obteniendo la SCE I, la cual
se inici6 en enlermeyers de 150 mL con 20 mL de
medio, 2% de VCS y 30% de medio de la SCE I. A las
SCE Il se les efectué recambio de medio cada doce
dias, periodo establecido luego de realizada la cinética
de crecimiento en ésta. A ambas suspensiones se les

eliminaron las estructuras globulares amarillas visibles
mayores de tres milimetro.

Regeneracion de plantas

Maduracion de embriones somaticos

A partir de los sedimentos de las SCE | y SCE Il de dos
meses de crecimiento, se transfirié un mililitro de sedi-
mento de células y agregados celulares (menores de 1
mm), a diferentes medios de maduracion (donde los
embriones se diferencian y maduran) de embriones
somaticos: MM1 o medio testigo conformado por el
medio Murashige y Skoog (MS) (1962) sin regulado-
res de crecimiento y gelificado con 1,8 g/L de fitagel,
MM2 (descrito por Cote et al. (1996)) gelificado con
7 g/L de agar-agar; y MM3 medio MS (1962) con 0,2
mg/L de BA y 1,8 g/L fitagel. Por otra parte las estruc-
turas globulares amarillas embriogénicas de 3 mm
aproximadamente presentes en las suspensiones celu-
lares embriogénicas también se cultivaron en los MMT,
MM2 y MM3.

Después de un mes de cultivo en los medios de madu-
racion se estimé el nimero de embriones maduros por
mililitro de sedimento de células y agregados embrio-
génicos de la suspension (NEM), asi como el nimero
de embriones maduros por estructura globular amari-
lla embriogénica (NEE). En cada uno de estos medios
se usaron diez repeticiones, cada una con un mililitro
de células y agregados sedimentado de las SCE | y SCE
II. En el caso de las estructuras globulares amarillas
embriogénicas se realizaron veinte repeticiones con
cinco estructuras cada una.

Conversion de embriones a plantas

Los embriones sométicos maduros se transfirieron a
dos medios de conversién de embriones somaticos a
plantas, CP1y CP2. CP1 constituido por el medio sena-
lado por Strosse et al. (2003) y gelificado con 2 g/l de
fitagel, y CP2 disefiado a partir del medio MS (1962)
con la adicién de 0,4 mg/L de BA y 2 g/L de fitagel.
Transcurrido un mes se determind el porcentaje de
conversion de embriones (PC) y el porcentaje de vi-
troplantas obtenidas (PV). En los medios de conversion
de embriones a plantas se emplearon veinte réplicas
o frascos, en las cuales se colocaron cinco grupos de
embriones maduros (4 a 5 embriones), o bien cinco
estructuras globulares embriogénicas por frasco. Las
variables NEM, NEF, PC y PV de suspensiones celulares
embriogénicas de banano Williams obtenidas a partir
de manos florales inmaduras masculinas, se analizaron
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mediante el procedimiento MLG univariante del pro-
grama SPSS version 12 (Pérez, 2005).

Andlisis morfoanatémico de manos florales
inmaduras masculinas bajo cultivo

Se realizaron observaciones morfolégicas a las manos
florales sin cultivo y cultivadas en medio MIC (con au-
xinas) y sin auxinas hasta la obtencion de callo embrio-
génico. Paralelamente se hizo un estudio anatémico
para lo cual se tomaron tres ejemplares que se fijaron,
se incluyeron en parafina, se seccionaron (10 ym) y
se colorearon en safranina-fast green (Ramirez et al.,
2008), considerando un tiempo de 30 min en la des-
hidratacién con alcohol butirico terciario y en la inclu-
sién en parafina.

Adicionalmente se tomaron pequenas porciones de la
periferia de los callos embriogénicos y se montaron en
agua-glicerina al 50% para su observacion directa en
el microscopio de luz (Nikon type 108). Estos callos
también se procesaron mediante la técnica de corte
fino (Ramirez et al., 2006), se cortaron (0,5 ym) con ul-
tramicrotomo (Sorvall, Porter BlumNT2B), se colorea-
ron con Smogyi filtrado (azul de toluidina al 1% y azur
Il al 1%) y se montaron en Entellan para observacion
anatémica al microscopio de luz.

Resultados y discusién

Obtencion de callo embriogénico

Transcurridos tres meses se observé la presencia de
embriones somaticos primarios en 31,5% de las ma-
nos florales inmaduras masculinas cultivadas en el me-
dio de induccién de callo MIC (con auxinas). Al cuarto
mes solo el 2,8 £ 0,2% de las manos florales formaron
callo embriogénico con abundantes embriones soma-
ticos en su superficie (42 £ 3,3 embriones/cm?) y el
67,1 £ 7,8% de las manos callo no embriogénico. El
porcentaje de manos florales con callo embriogénico
se mantuvo constante detectandose sélo un aumento
en la cantidad de callo y en el nimero de embriones
(58 £ 8,1, embriones/cm?) al quinto mes. El porcenta-
je de callo embriogénico obtenido en esta investiga-
cion se encuentra dentro del rango indicado en Musa
(Youssef et al., 2010; Namanya et al., 2004; Strosse
et al., 2003). Aunque generalmente en los bananos la
tasa de obtencion de callos embriogénicos, a partir del
cultivo de manos florales inmaduras, es relativamente
baja (Albarran et al, 2009) y depende del genotipo
(Albarran et al.,, 2009; Youssef et al., 2010).

Sin embargo, de las 2400 manos florales inmaduras
masculinas cultivadas en medio MIC sélo aquellas
de los nudos nueve a doce (960 manos), mostraron
competencia embriogénica hacia la formacion de em-
briones somaticos primarios 756 manos, y hacia la
produccion de callo embriogénico 68 manos. Toman-
do en consideracion solo el cultivo de éstas ultimas
manos florales, el porcentaje de manos florales con
embriones somaticos y el porcentaje de manos flora-
les con callo embriogénico en el banano Williams se
incrementé a 78,8% vy 7,1%, respectivamente.

El analisis estadistico mostré que entre las manos flora-
les de los nueve a doce no se encontraron diferencias
significativas (P < 0,05) en cuanto al porcentaje de ma-
nos florales con embriones somaticos y el porcentaje
de manos florales con callo embriogénico.

El sistema obtenido en esta investigacion demostro
que sélo era necesario cultivar las manos florales men-
cionadas, y no las de los nudos siete a dieciséis segun
lo indicado por Escalant et al. (1994) y Strosse et al.
(2003), lo que permitiria disminuir costos de produc-
cion. Ademas los resultados sugieren la necesidad
de nuevos estudios morfoanatomicos y fisioldgicos
durante la etapa de induccion de callo embriogénico
para mejorar la respuesta de los embriones somaticos
hacia la produccion de callo embriogénico.

Cambios morfoldgicos y anatémicos en manos
florales inmaduras masculinas bajo cultivo

A los dos meses todas las manos florales inmaduras
cultivadas en el medio MIC se enrollaron y aumentaron
de tamano (figuras TA-B). Al tercer mes se aprecio la
formacién de pocas estructuras globulares amarillas en
todos los explantes (figuras 1B-C), asi como de embrio-
nes somaticos primarios en las manos florales de los
nudos nueve a doce. Estos embriones mostraron dife-
rentes etapas de desarrollo globular, alargado (figuras
1C-D) y torpedo, los cuales al mantenerse en medio
con auxinas produjeron callo embriogénico con abun-
dantes embriones somaticos, en los diferentes etapas
de desarrollo, facilmente separables, predominando el
torpedo (figuras 1E-F), hacia el cuarto mes de cultivo.

En el resto de los nudos florales, las manos sélo au-
mentaron de tamano, formaron estructuras globulares
amarillas y muy poco callo no embriogénico (figura
1G). Las manos florales cultivadas en medio sin au-
xinas (testigo) no produjeron ningin tipo de callo,
solo se enrollaron y se oxidaron o ennegrecieron to-
talmente (figura TH), lo cual condujo a la muerte de
los mismos como ocurre en otras especies (Kim et al.,
2006: Urbanek et al., 2004). Esta respuesta corrobora
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Figura 1. A) Manos florales inmaduras masculinas de banano Williams abarcando las de los nudos del veinte al siete (el primer
nudo dentro de la inflorescencia es el mas cercano al dpice floral). B-G) Mano floral cultivada en medio con auxinas. C-D) Embrio-
nes somaticos primarios. E-F) Callo embriogénico, con embriones sométicos en etapa torpedo en la periferia en F. G) Estructuras
globulares amarillas callo no embriogénico. H) Mano floral en medio sin auxinas. I) Yema floral de mano floral. J-K) Mano floral,
2,5 meses en medio con auxinas. L) Embrién somdtico en etapa torpedo. M) Células embriogénicas y estructuras proembridnicas
en periferia de callo embriogénico N) Embrién somdtico globular. O) Embrién en estado avanzado de desarrollo. P-R) Corte se-
mifino de callo embriogénico. S) Suspensién celular embriogénica, dos meses. ap, agregado proembridnico. av, dpice del vastago.
¢, cotileddn. ce, callo embriogénico. cn, callo no embriogénico. eg, estructura globular amarilla. em, célula embriogénica. epr,
estructura proembridnica. es, embrién somdtico. ga, granulo de almidén. pd, protodermis. pm, primordio de pieza floral. s, sus-
pensor. tm, tejido meristematico. yf, yema floral. ze, zona externa. zi, zona interna. zm, zona media. Barra: A,E =2 mm; B,C,H =
1,25mm; D=0,77 mm; F=1mm; G=4mm;J-K=200pm;L=100 pm; I,M-R =50 pm; S =16 mm.
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el hecho de que las auxinas ANA, AIA y 2,4-D son ne-
cesarias para la induccion de callo embriogénico en el
banano Williams, al igual que en otros bananos (Jalil et
al., 2003; Lerma et al., 2002; Fillippi et al., 2001).

Las secciones longitudinales de manos florales cultiva-
das en medio de induccion de callo MIC, compara-
das con el explante inicial, mostraron la formacién de
embriones somaticos primarios en la superficie de la
yema floral (figuras 11-K), sin intervencién de fase de
callo (embriogénesis directa), hacia los dos meses y
medio. Estos embriones somaticos primarios se pro-
ponen como un marcador morfolégico temprano de
la embriogénesis somatica en el banano Williams. Los
embriones se apreciaron inicialmente como una masa
o agregado proembriénico (figura 1K), a partir del cual
se diferenciaron embriones somaticos, que se observa-
ron principalmente en etapa alargado y torpedo (figu-
ra 1L) con un suspensor en la base.

Es importante resaltar que es la primera vez que se
reportan en investigaciones de bananos y platanos
dos hechos: el primero, la formacién directa de em-
briones somaticos primarios a partir de yemas florales
de la mano floral del banano Williams, y el segundo
que estos embriones primarios dan origen al callo em-
briogénico con abundantes embriones torpedo y alta
capacidad de regenerar embriones que evolucionan
en plantas.

En el aspecto morfolégico los callos embriogénicos
presentaron color blanco-crema, estructura granular,
laxa y abundantes embriones somaticos en su perife-
ria, principalmente en etapa torpedo (figuras 1M-O).
Estructuralmente en este tipo de callo se apreciaron
tres zonas diferentes: externa, media e interna (figuras
1P-R). La zona externa con varias capas de células em-
briogénicas y estructuras proembridnicas dispuestas
laxamente, en ciertas partes lucié uniestratificada con
algunas células en divisién, lo que ocasioné que se des-
prendiera gran parte de esta zona durante el procesa-
miento de la muestra. Estas estructuras proembridnicas
y células embriogénicas pequenas algo redondeadas
u ovoides, presentaron alta proporcién ndcleo a cito-
plasma, pared gruesa y citoplasma muy denso. Estas
caracteristicas son tipicas de células donde ocurre alta
actividad metabdlica, intensa sintesis de ARN (Koma-
mine, 2003) y altos niveles de otros componentes del
citoplasma (Mikula et al., 2004).

La zona media presentd células de forma irregular y
alta division celular. La zona interna con varias capas
de células penta-hexagonales, con numerosos granu-
los de almidon, lo que permite que haya maxima co-
nexion célula a célula y mayor estabilidad del tejido

(Moghaddam y Taha, 2005). Las modificaciones en la
forma de la célula se relacionan con posibles cambios
ocurridos en la pared celular que eventualmente lle-
van al aislamiento de las células que orientan su fun-
cion hacia la formacion de callo (Mikula et al., 2004).

Las caracteristicas morfologicas de este tipo de callo
coinciden con las sefaladas en otras investigaciones
en Musa (Jalil et al., 2008; Urdaneta et al., 2006; Hou-
llou et al., 2005), sin embargo, estos trabajos no indican
la presencia de embriones torpedo en el callo, ni ana-
lizan los aspectos anatémicos del callo embriogénico
como la organizacion celular, en tres zonas, observada
en el callo embriogénico del banano Williams. Urdane-
ta et al. (2006) realizaron una breve descripcion sélo
de los diferentes callos obtenidos durante la etapa de
induccion de embriogénesis somatica de banano Wi-
lliams, las cuales no coinciden completamente con la
organizacion obtenida en esta investigacion.

La presencia de células embriogénicas, estructuras
proembriénicas y embriones torpedos en la zona
externa del callo embriogénico del banano Williams
refleja la alta capacidad morfogénica del mismo. Sin
embargo, los embriones en etapa torpedo ubicados
en la periferia del callo se consideraron indicativos de
un callo con alta frecuencia embriogénica y adecua-
do para la obtencién de suspensiones celulares em-
briogénicas con alta capacidad para la produccién de
plantas. Por lo que la presencia de estos embriones
torpedo se proponen como un posible marcador mor-
folégico temprano de un proceso de embriogénesis
somatica altamente eficiente para el banano Williams
iniciado a partir de manos florales inmaduras masculi-
nas. Entre otras caracteristicas consideradas también
importantes y complementarias para diagnosticar la
capacidad embriogénica del callo se encontraron: la
estructura granular y el color blanco crema.

Suspensiones celulares embriogénicas

Las SCE | y SCE Il presentaron 100% de éxito durante
su establecimiento y se conservaron viables, de color
blanco-crema-claro y sin problemas de oxidacion (fi-
gura 1S) durante un periodo de doce meses con sub-
cultivos cada dos meses. El alto porcentaje de éxito
logrado en las suspensiones celulares embriogénicas
obtenidas a partir de manos florales inmaduras mascu-
linas en el banano Williams se asocia a la composicion
celular de las SCE 1, las cuales se iniciaron en un peque-
fno volumen de medio -sin antioxidantes- con peque-
fas cantidades de callo embriogénico mas embriones
somaticos torpedo. El porcentaje de éxito logrado en
el establecimiento las SCE | y SCE Il se considera muy
alto al compararlo con el reportado en investigaciones
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de banano Gran enano (AAA) que oscila entre 59 y
62% de viabilidad (Lerma et al., 2001). Jalil et al. (2003)
sefalaron que el establecimiento de suspensiones ce-
lulares en banano Mas (AA) resulté critico debido a la
oxidacion de las mismas posiblemente por exudados
fendlicos, los cuales afectan la viabilidad de las células.

Regeneracion de plantas

Tanto el sedimento de un mililitro de células y agrega-
dos celulares (menores de T mm) como las estructuras
globulares amarillas embriogénicas de las SCE I, cul-
tivados en los medios de maduracion MM1 y MM3
produjeron muchos embriones somaticos maduros

A Estructura globular amarilla embriogénica

40

hacia los dos meses de iniciadas (figuras 2A-B), no
detectandose diferencias en el uso de ambos medios.
Las SCE | presentaron mayor la cantidad de embriones
maduros que las SCE Il en los medios MM1y MM3. Los
embriones somaticos maduros se detectaron como es-
tructuras individuales, blanco-crema, de forma redon-
da a alargada con inicios de desarrollo del vastago y
en algunos casos con una ligera ondulacién en uno
de los extremo del embrion (sitio del futuro apice del
vastago).

La respuesta lograda en los medios disenados en esta
investigacion MM1 (testigo, sin reguladores de creci-
miento) y MM3 (0,4 mg/L de BAy 0,193 mg/L de AIA),
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Figura 2. Nimero de embriones maduros por estructura globular amarilla embriogénica y por cada mililitro de sedimento de cé-
lulas y agregados celulares embriogénicos, provenientes de suspensiones celulares embriogénicas (SCE) de banano Williams. SCE
I, SCE iniciada con porcién de callo embriogénico mads embriones somdticos torpedo. SCE Il, establecida mediante el tamizado de
SCE I. MMT1, medio de maduracién sin reguladores de crecimiento. MM3, medio de maduracién con 0,4 mg/L de BAy 0,193 mg/L
de AIA. Medias con letras distintas difieren significativamente (P<0,05).
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comparada con MM2 (Céte et al., 1996), demostrd
nuevamente que la maduracion de embriones somati-
cos en el banano Williams no requiere de la presencia
de citoquininas y auxinas en el medio, o bien que sélo
necesita pocos reguladores de crecimiento, en mini-
mas concentraciones. Es posible que los embriones
tengan un balance citoquinina/auxina endégeno que
favorece la induccién del proceso de maduracién. En
otros sistemas de embriogénesis somética de bananos
y platanos iniciados a partir de escalpos (Ramirez y de
Garcia, 2008; Strosse et al., 2003; 2006), la madura-
cion de los embriones se induce mediante el uso de
medios nutritivos sin reguladores de crecimiento.

Los medios de maduracion MM1 y MM3 permitieron
en los embriones somaticos un adecuado balance hor-
monal hacia la formacién y desarrollo inicial del vasta-
go (figuras 3A-B), sin problemas de oxidacion en los
tejidos. En MM2 solo se observé oxidacion de los teji-
dos y del sedimento de células y agregados celulares,

y en algunos casos formacion de callo a nivel de las
estructuras globulares amarillas embriogénicas proce-
dentes de las SCE | y SCE 1.

Los resultados obtenidos en MM2 contrastan con lo re-
portado en otras investigaciones sobre la maduracién
de embriones somaticos de diferentes clones de bana-
no y platano, es asi que la maduracién de embriones
en medios con las citoquininas y las auxinas indica-
das por Cote et al. (1996) en MM2 han proporcionado
resultados satisfactorios en los bananos Gran enano
(Georget et al., 2000; Escalant et al., 1994: Navarro et
al., 1997) y Mas (AA) (Jali et al., 2003), y en platanos
Curare (Grapin et al., 2000) y FHIA-21 (Daniels et al.,
2002).

Transcurrido un mes los embriones maduros de MM1
y MM3 transferidos al medio de conversién propuesto
CP2 (0,4 mg/L de BA) lograron desarrollar el vastago
(figuras 3B-D) y posteriormente emitir raices (figuras

Figura 3. A-B) Embriones somaticos en medio de maduracién, dos meses. C-D) Embriones somadticos en medio de conversién de
embriones, 1,5 meses. E) Planta regenerada, 1,5 meses. F-G) Corte longitudinal de embriones somaticos en medio de conversién,
un mes de cultivo. av, dpice del vdstago. p, primordio foliar. ra, raiz adventicia. rz, rizoma. Barra: A-B, D = 2,5 mm; C = 1,5 mm;
E=10 mm; F=0,2 mm; G=0,4 mm
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3E). En estos embriones inicialmente se observé el api-
ce del vastago localizado en el centro del rizoma y
rodeado de primordios foliares (figuras 3F-G).

El medio CP2 se disefi6 y evalu6 debido a que el me-
dio CP1, con las citoquininas y auxinas recomendadas
para bananos y platanos (Jalil et al., 2003; Strosse et
al., 2003; Georget et al., 2000; Escalant et al., 1994),
no produjo resultados satisfactorios en el banano Wi-
lliams. En CP1 los embriones somaticos se oxidaron
y ocasionalmente produjeron callo. En otros bananos
y platanos se han regenerado plantas al utilizar los
reguladores de crecimiento de CP1 (Jali et al., 2003;

A Estructura globular amarilla embriogénica

90

Daniels et al., 2002; Georget et al., 2000; Grapin et al.,
2000; Navarro et al., 1997; Escalant et al., 1994).

El porcentaje de conversién de embriones a plantas
y el porcentaje de vitroplantas obtenidas (en un mes)
resulté alto tanto en las estructuras globulares amari-
llas embriogénicas como en el sedimento de células
y agregados celulares (figuras 4A-B), siendo mayores
ambos porcentajes en los embriones maduros proce-
dentes de las SCE I. Esto demuestra que las SCE | poseen
mayor capacidad embriogénica y de regeneracién de
plantas que las SCE II. Este resultado sugiere que no
es necesario ni conveniente realizar el tamizado de la
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Figura 4. Porcentaje de conversién de embriones somadticos a plantas (PC) y porcentaje de vitroplantas obtenidas (PV) en embrio-
nes maduros procedentes de estructuras globulares amarillas embriogénicas (A) y del sedimento de células y agregados celulares
embriogénicos (B) presentes en suspensiones celulares embriogénicas (SE) de banano Williams. SCE I, SCE iniciada con porcién
de callo embriogénico mas embriones somdticos torpedo. SCE II, establecida mediante el tamizado de SCE I. Medias con letras

distintas en cada variable difieren significativamente (P<0,05).
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SCE | para establecer SCE Il, porque éste sélo permi-
te el paso de células y agregados celulares pequenos,
quedando sobre la rejilla una cantidad apreciable de
embriones somaticos aptos para la siguiente fase de
maduracion.

Otro aspecto importante es que con el tamizado pa-
san todas las células y agregados celulares pequefios
(menores de 250 um), tanto embriogénicos como no
embriogénicos. Esto pudo haber cambiado la compo-
sicion celular de la suspension, quedando en la SCE
Il s6lo células y agregados celulares y embriones en
etapas iniciales. En la SCE Il se detecté mayor cantidad
de células no embriogénicas y agregados no embrio-
génicos en su composicion (Datos no publicados).

El porcentaje de conversion de embriones a plantas y
el porcentaje de vitroplantas obtenidas son superiores
a los senalados para banano Mas (AA) (Jalil et al., 2003)
y Nakyetengu (AAA) (Namanya et al., 2004), y simila-
res a los reportados para el diploide Mas en medios
de maduracién con carbon activado (Jalil et al., 2008).
En varios trabajos de embriogénesis somatica con dife-
rentes clones de Musa no se logré la regeneracion de
plantas (Bui y Tran, 2004; Arteaga et al., 2002; Filippi
et al., 2001) o bien se ha obtenido una respuesta muy
baja (Trujillo et al., 1999; Navarro et al., 1997).

El protocolo de embriogénesis somatica establecido
en el banano Williams a partir de manos florales inma-
duras masculinas, que aqui se presenta, se considera
altamente eficiente por su alta producciéon de embrio-
nes somaticos maduros y efectiva conversion de los
mismos a plantas, en un periodo de nueve meses.

Conclusiones

En el sistema de regeneracion establecido en esta in-
vestigacion se demostro la alta competencia embrio-
génica de las manos florales inmaduras masculinas de
banano Williams de los nudos nueve a doce (siendo el
primer nudo el mas cercano al apice floral), al ser cul-
tivadas en medio con las auxinas 4 mg/L de 2,4-D y 1
mg/L de ANA 'y AlA, dando origen a callo embriogéni-
co con alta capacidad para el establecimiento de sus-
pensiones celulares embriogénicas y alto potencial de
regeneracion de plantas. Manos de otras posiciones
no fueron tan efectivas como habia sido reportado en
otras investigaciones.

Los analisis morfolégicos y anatémicos mostraron que
los callos embriogénicos en el banano Williams se pro-
dujeron a partir de embriones somaticos primarios for-
mados directamente de las manos florales. Estos callos
embriogénicos se caracterizaron por la presencia de

abundantes embriones somaticos en etapa torpedo en
su periferia. Los embriones somaticos primarios forma-
dos en las manos florales y los embriones secundarios
en etapa de torpedos en la periferia del callo embrio-
génico constituyen marcadores morfolégicos tempra-
nos de una embriogénesis somatica con alto potencial
de produccién de plantas en el banano Williams.

Es importante resaltar que en este trabajo se reporta
por primera vez en investigaciones de bananos y plata-
nos, la formacién directa de embriones somaticos pri-
marios a partir de yemas florales en manos florales del
banano Williams y se establece ademas el importante
papel de estos embriones primarios en la formacién
de callo embriogénico con abundantes embriones tor-
pedo y de una alta capacidad de regenerar nuevos
embriones que evolucionan en plantas. Este evento se
hizo ciclico permitiendo la constante produccion de
nuevos embriones siempre que los tejidos se manten-
gan en medio de induccién.

El protocolo que aqui se presenta suprime la necesi-
dad de usar medios diferentes para la diferenciacion
de los embriones y la maduracion de los mismos. Los
medios MM1y MM3 permitieron un balance hormonal
endogeno adecuado para que los embriones evolucio-
naran sin problemas de oxidacién. En todo el sistema
se necesitan solo tres medios: induccion de callo, di-
ferenciacion y maduracién de embriones y un tercer
medio de germinacion y conversion de embriones.

Las suspensiones celulares embriogénicas | (SCE 1) del
banano Williams, iniciadas con callo embriogénico
y embriones somaticos torpedos, produjeron mayor
cantidad de embriones maduros por mililitro de sedi-
mento de células y agregados celulares embriogéni-
cos de la suspension, alta conversion de embriones
a plantas y alto porcentaje de vitroplantas obtenidas,
en relacion a las suspensiones SCEll, lo que permite
concluir que en este sistema podemos prescindir del
establecimiento de la SCEII.

El protocolo de regeneracién y el andlisis detallado de
eventos morfologicos y anatémicos en la embriogéne-
sis somatica del banano Williams, a partir de manos
florales, aportan mejoras a los trabajos los realizados
por otros autores para otros clones de banano, y esto
se demuestra porque los resultados en produccion de
embriones maduros, y desarrollo de vitroplantas supe-
ran a los reportados por esos autores.

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportan
novedosos e interesantes elementos para la caracte-
rizacion morfolégica y anatémica de los procesos de
embriogénesis somdtica en el banano Williams, y sien-
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tan la base para la continuacién de estudios morfoa-
natémicos vy fisiologicos en la etapa de induccion de
callo embriogénico orientados a mejorar la respuesta
de los embriones somaticos primarios hacia la produc-
cion de callo embriogénico.
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