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Resumen

LLa obtencién de un sistema de regeneracion eficiente por medio de la embriogénesis somatica en las
Musaceas, es hoy una gran herramienta ante los enormes problemas que presenta este género con el
ataque de enfermedades como la sigatoka negra. El objetivo del trabajo es determinar las densidades
celulares adecuadas para las etapas de multiplicacion de suspensiones celulares embriogénicas y forma-
cién de los embriones somaticos en medios de cultivo liquidos. Como material vegetal se usaron brotes
inmaduros de la inflorescencia masculina de Musa AAAB, cv. FHIA-18. Los resultados demostraron que
es posible el establecimiento de suspensiones celulares homogéneas a partir de embriones somaticos en
etapa globular, y obtener los mayores voliumenes de biomasa celular al multiplicar dichas suspensiones
con una densidad del 3% del volumen de células sedimentadas. A partir del decimoquinto dia en el me-
dio de cultivo de formaciéon de embriones comenzaron a formarse estructuras compuestas por proem-
briones y embriones somaticos en etapa globular; entre las densidades estudiadas los mejores resultados
se obtuvieron con 100 mgMF en la cual se formaron 1 871 ES.I" con un peso de 248 mgMF.1"!
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Abstract

An extremely useful tool for dealing with the enormous problems involved in banana growing (Musaceac)
caused by the attack of diseases such as black Sigatoka can be obtained today by ensuring an efficient regene-
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ration system via somatic embryogenesis. The work was aimed at defining appropriate cell densities for em-
bryogenic cell suspension growth stages and somatic embryo formation in liquid culture medium. Immature
male inflorescence buds from Musa AAAB cf FHIA-18 were used as vegetal material. The results showed
that it is possible to establish homogenecous cell suspensions from somatic embryos in globular stage and
obtain greater cell biomass volume by multiplying the suspension with 3% sedimented cell volume (density).
Embryos began to form structures in culture medium consisting of globular stage somatic proembryos and
embryos from the fifteenth day onwards. The best results amongst the densities studied were obtained with
100 mgMF, in which 1,871 ES.I -1 were formed weighing 248 mgMFEI-1
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Introduccién

Los bananos y platanos (Musa spp.) cons-
tituyen una importante fuente de alimentacién a
nivel mundial. I.a obtencién de un sistema de re-
generacion eficiente por medio de la embriogé-
nesis somatica puede responder a dos objetivos:
tener una técnica competitiva para la multiplica-
ciéon masiva, y un sistema para el desarrollo de
las técnicas de ingenierfa genética.

Distintos autores han hecho referencia al
papel de la densidad de inoculaciéon y su rela-
cién con el proceso de diferenciacion, utilizando
como especie modelo la zanahoria (Dawcus catora
L.) (Osuga y Komamine, 1993; Osuga y Koma-
mine, 1994; Shigeta ez al., 19906). Los resultados
obtenidos por todos estos autores evidencian
que existe un efecto de autoinhibicién del pro-
ceso embriogénico que estd ligado a las elevadas
densidades de inoculacién, y que con anteriori-
dad habia sido descrito por Ozawa y Komamine
(1989). La densidad de in6culo para el cultivo de
células en suspension varfa para cada especie en
particular, pero se ha demostrado que es uno de
los parametros de cultivo que determina el com-
portamiento de las suspensiones celulares.

Independientemente en muchos casos de
la fase de desarrollo y la composicién del me-
dio de cultivo, generalmente ocurre que cuan-
do se utilizan densidades de inoculaciéon bajas
se estimula el proceso de diferenciacién de los
agregados celulares y, por consiguiente, la for-
macion y diferenciacion de los embriones soma-

ticos, mientras que al emplear altas densidades
de inoculacién se favorecen las condiciones
para la multiplicacién de los agregados celulares
(Merkle et al., 1995).

En Musa no existen trabajos que traten el
efecto de la densidad de in6culo en las diferentes
etapas del proceso de embriogénesis somatica. El
presente trabajo tuvo como objetivo determinar
las densidades celulares adecuadas para las eta-
pas de multiplicacién de suspensiones celulares
embriogénicas y la formacién de los embriones
somaticos en medios de cultivo liquidos.

Materiales y métodos

Preparacion del material vegetal

Como material vegetal se usaron brotes
inmaduros de la inflorescencia masculina de
Musa AAAB, cv. FHIA-18. Las inflorescencias
se colectaron en el banco de variedades de la
Empresa de Cultivos Varios “La Cuba”, cuando
se habfan abierto diez bracteas después de la ul-
tima flor femenina, y con la ayuda de un cuchillo
se cortaron 10 cm antes del apice y se elimina-
ron las bracteas, para reducirlas hasta un tamafio
aproximado de 3 cm (figura 1).

Establecimiento de las suspensiones
celulares

Los embriones somaticos para el estableci-
miento de las suspensiones celulares fueron ob-
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Figura 1. Manejo realizado para la implantacion 7z vitro de las inflorescencias. Tamafio final de la inflorescencia

masculina antes de pasar el proceso de desinfeccion en el laboratorio para la obtenciéon de las “manos” o grupos

de flores inmaduras de donde se formaron los callos con estructuras embriogénicas.

tenidos por el método propuesto por HEscalant
et al. (1994) utilizando como explante inicial
grupos de flores masculinas inmaduras. Se em-
plearon Erlenmeyers de 25 mL de volumen con
2-3 mL de medio de cultivo liquido propuesto
por Cote ez al., (1996) para el establecimiento y
la multiplicaciéon de suspensiones celulares de
bananos (M2); éste estaba compuesto por sales
y vitaminas MS suplementado con 4,09 uM de
biotina, 4,5 uM de 2,4-D, 680 pM de L-gluta-
mina, 100 mgl" extracto de malta y 130 mM de
sacarosa, el pH fue ajustado a 5,3 antes de la
esterilizacion en autoclave. En cada Erlenme-
yer se inocularon 150-200 mgMF de embriones
somaticos y se colocaron en un agitador orbital
modelo INFORS (HT), bajo condiciones de os-
curidad, velocidad de 90 rpm y temperatura de
27%0,2 °C.

Para la determinacion del crecimiento de
las suspensiones celulares se utilizé el método
del volumen de células sedimentadas (VCS)
(Schoofs, 1997). Para ello las suspensiones ce-
lulares se adicionaron en tubos de ensayos c6-
nicos de 15 mL, dejando decantar las células
y postetiormente, con auxilio de una pipeta
Pasteur, se llevaron a una concentracion final
del 25% en el tubo. A continuacién las suspen-
siones se subcultivaron en Erlenmeyers de 100
6 250 mL con 15 6 25 mL de medio de cultivo,
respectivamente, se mantuvo una concentra-
cion final de células del 3%. Los subcultivos se
realizaron cada 13 dias.

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

Se evaluaron cuatro densidades de células
(2, 3,4y 5% de VCS) respecto al volumen total
de trabajo (10 mL de medio de cultivo), cada
una compuesta por tres Erlenmeyers de 50 mL
de volumen total.

El medio de cultivo y las condiciones ex-
perimentales fueron iguales a lo descrito para el
establecimiento de las suspensiones celulares.
El medio de cultivo no se renové durante los
21 dias que duro el experimento.

Para la confeccion de las curvas de creci-
miento celular se procedié de la siguiente for-
ma: cada tres dias, durante 21 dias, con la ayuda
de pipetas Pasteur se extrajo todo el contenido
de los Erlenmeyers y se colocd en tubos coni-
cos, se dejé decantar durante cinco minutos y
se midi6 el volumen que ocupaban la células
sedimentadas. Para el analisis de los datos se
utilizé el paquete de ajuste de curvas CURIVE
EXPERT 1.3 version 96-97.

Formacion de los embriones
somdticos en medio
de cultivo liquido

Se evaluaron cuatro masas frescas de
agregados celulares (50, 100, 250 y 500 mgMF)
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en 25 mL del medio de cultivo liquido propues-
to por Cote ¢t al. (1996) para determinar la in-
fluencia de la densidad inicial de los agregados
celulares sobre la formacion de los embriones
somaticos en etapa globular. Se realizaron las
evaluaciones a los 15 y 30 dfas de cultivo para
determinar el numero de embriones somaticos
pot litro de medio de cultivo (ES. L") y a los 30
dias el peso de la masa fresca.

Para el analisis de los datos se utiliz6 el
paquete de ajuste de curvas CURVE EXPERT
1.3. version 96-97, y el paquete estadistico
SSPS versién 9.0 con un Anova de clasifica-
cién simple.

Resultados y discusién

Establecimiento de las suspensiones
celulares

A partir de embriones somaticos en etapa
globular (figura 2), obtenidos de los callos for-
mados de las flores masculinas inmaduras en
medio de cultivo semisélido, se establecieron
suspensiones celulares embriogénicas en el cul-
tivar hibrido FHIA-18 (AAAB).

A los 15 dias de cultivo de las suspensio-
nes celulares establecidas se observaron células
embriogénicas pequefas, esféricas, con un con-
tenido citoplasmatico denso, granulos de almi-
dén y algunos agregados embriogénicos.

Similares resultados reportan Grapin e7 a.
(1996) en el cultivar French Sombre (AAB), los
cuales transfirieron callos friables a2 un medio
liquido y establecieron suspensiones celulares
heterogéneas constituidas por agregados celu-
lares, proembriones, nédulos y células aisladas.

Hscalant ez al. (1994) y Cote et al. (1996),
establecieron suspensiones celulares a partir de
flores masculinas en el banano cv. Gran Enano
(AAA), caracterizadas por una gran cantidad
de agregados celulares y proembriones.

Las suspensiones celulares en la fase de
multiplicacién estaban compuestas por un gran
numero de células esféricas en division activa,
agregados celulares heterogéneos e irregulares,
traslicidos y no traslucidos. Las caracteristicas
celulares anteriormente mencionadas se con-
sideran como un indicativo de la condicién
embriogénica de las suspensiones celulares
(Williams y Maheswaran, 1986). Con la obser-
vacion periddica bajo microscopio 6ptico de
las suspensiones celulares se comprobd que
tuvieron cambios en su composicién celular,
predominando los agregados celulares. Estos
agregados embriogénicos llegaron a ocupatr
entre 90 y 95% de la suspension, y su tama-
fio vari6 entre 80 y 300 um, formandose una
suspension celular homogénea. También dis-
minuyo la cantidad de células aisladas y paren-
quimatosas practicamente a valores {infimos a
medida que se fueron realizando los subculti-
vos a las suspensiones celulares.

Figura 2. Embriones somaticos en etapa globular a los 5 meses de cultivo.
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Efecto de la densidad celular

en la multiplicacion
de las suspensiones celulares

Como se muestra en la figura 3, inicial-
mente se observo una fase de reposo o laten-
cia. Durante esta etapa las células se adaptan a
las nuevas condiciones de cultivo para poste-
riormente iniciar e incrementar la velocidad de
la division celular durante la fase exponencial.

La densidad del 3% del VCS mostré una
fase de crecimiento exponencial bien definida y
continua. En la misma las células son jévenes y
biol6gicamente activas alcanzando su maxima
tasa de division. Si se realiza el subcultivo du-
rante este periodo de crecimiento, las células se
mantendran siempre en multiplicacién conti-
nua y sin pasar a la fase lineal. En esta densidad
se prodyjo el mayor incremento de la biomasa
celular con 0,35 mL de VCS.

En las densidades de 2, 4 y 5% del VCS,
se extendi6 la fase de latencia o reposo, y en
las curvas no se observé una fase exponencial
definida, lo que pudo ser provocado por el em-
pleo de densidades celulares no adecuadas. Se-
gun Street (1977), una de las causas de la pobre
multiplicacién de los agregados celulares es la
escasez o el exceso de precursores metabodlicos
primarios de este proceso, que precisamente
son incorporados al medio de cultivo por las
propias células vegetales. Es por ello que se
debe determinar la densidad minima efectiva o,
lo que es igual, la concentracion critica de célu-
las en el medio de cultivo para poder mantener
el crecimiento celular.

Para cada densidad celular se calculod el
punto de inflexion durante la etapa de creci-
miento exponencial, el cual coincide con el
momento maximo en que debe realizarse el
subcultivo de la suspensién celular. Para la den-
sidad de 2% de VCS el subcultivo debio reali-
zarse a los 13 dias, para el 3% de VCS a los 15
dias, para el 4% de VCS a los 7 dias, y para 5%
de VCS a los 5 dias.

En la fase de disminucién progresiva el
alto numero de células determina que se acu-

mulen los desechos del metabolismo celular,
el pH se modifique, la transferencia de ener-
gia disminuya y las células se obstaculicen mu-
tuamente, y la velocidad de division disminuya
gradualmente hasta dar inicio a la fase estacio-
naria que puede coincidir con el momento en
que se hayan agotado los nutrientes, o al menos
algunos de ellos. Durante esta fase las células
han alcanzado su maxima densidad permisible
(Vasil y Vasil, 1982).

Durante el crecimiento de las suspensio-
nes de células del cv. ‘Cau man’, Trang y Thanh
(2004) observaron una curva de crecimiento sig-
moidal que se caracteriz6 por un periodo de cre-
cimiento lento hasta el séptimo dfa, y luego un
periodo de rapido crecimiento entre el séptimo
y 21 dias. También Lépez (2007), a partir de sus-
pensiones establecidas de embriones somaticos
obtenidos del cultivo de callos con estructuras
embriogénicas a partir de yemas axilares en el cv.
De platano Navolean (AAB), alcanzé en la den-
sidad de 6,0% de VCS que las células duplicaran
su volumen celular inicial a los 5 dfas de cultivo
y al emplear 9% de VCS no se llegd a duplicar
el volumen inicial celular . El autor, refiere que
esto pudo ser provocado por el empleo de vola-
menes celulares no adecuados para la multiplica-
cién de los cultivos celulares.

Las células mostraron una elevada vitali-
dad durante el periodo de crecimiento expo-
nencial, los valores oscilaron entre 90 y 95%.
Después del momento definido como el maxi-
mo para el subcultivo se comenzaron a obset-
var células alargadas y con escasos granulos de
almidén, lo cual esta dado por la disminucion
de nutrientes y reguladores del crecimiento en
el medio, fundamentalmente el 2,4-D, cuya au-
sencia causa agrandamiento de las células y va-
cuolacién (Niub6 ez al., 2000).

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 suspension, ni
con el momento en que se agotan las principa-
les fuentes de energfa, sino con la dltima fase
de crecimiento exponencial del cultivo.
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VCS R S
2% 0,9887 0,0153

3% 0,9898 0,0269

4% 0,9827  0,0096

5% 0,9075 0,0034

0,1848

0,2937

0,3980

0,4865

b C d

- 0,00157

00,0074 -0,0767
- 0,0016

-0,0108  -0,0770
- 0,0096

-0,0012  -0,0011
0,0018

-0,0041 -0,0386

Figura 3. Influencia de las densidades celulares en la dindmica de crecimiento de las suspensiones celulares del
cultivar hibrido de banano FHIA-18 (AAAB) durante 21 dias de cultivo.

Sobre esta base se puede establecer que
3% del VCS es una densidad de inoculaciéon
que favorece la multiplicacion de las suspen-
siones celulares del cultivar FHIA-18, bajo las
condiciones de manejo y cultivo previamente
explicadas, debiendo realizarse los subcultivos
cada trece dfas para mantener la calidad de las
suspensiones en multiplicacion.

Formacion de los embriones
somdticos en medio
de cultivo liquido

A partir del décimo quinto dia de cultivo
comenzaron a formarse estructuras de apa-
riencia arenosa compuestas por proembriones

y embriones somaticos en etapa globular en la
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Figura 4. Efecto de la densidad de in6culo en el nimero de embriones somaticos por litro de medio de cultivo
en el cultivar hibrido de banano FHIA-18 (AAAB): A. 15 dias de cultivo y B. 30 dias de cultivo.

base del Erlenmeyer, con el medio de cultivo
de formacion de embriones somaticos.

Los mejores resultados para la forma-
cién de los embriones somdticos en medio
liquido se lograron con la densidad de in6culo
inicial de 100 mgMF con 704 + 6,71 y 1 871
+ 932 ES. 1!, los cuales se encontraban en
su mayoria en etapa globular después de 15
y 30 dias de cultivo, respectivamente. En el
analisis del ajuste de la curva se pudo deter-
minar que este fue el tratamiento mas cercano
al punto de maxima respuesta te6rica —119,5
mgMF—, coincidiendo con el pico de la cur-
va (figura 4).

En las suspensiones con densidad de
50 mgMF de células sélo se formaron 97,25
+ 9,32 ES. L', y hubo muy poco incremen-
to de la biomasa. En el tratamiento con 500
mgMF se observé un aspecto similar al de
las suspensiones en etapa de multiplicacion,
manteniendo indiferenciados los agregados
embriogénicos.

El mayor aumento de la biomasa durante
la etapa de formacién de embriones somaticos
se logré también con la densidad de inocula-
cion de 100 mgMF con un promedio de 248
+ 499 mgME L. El punto de maxima res-
puesta teorica estuvo en los 117,5 mgME En
el tratamiento con 500 mgMF se obtuvieron

solo 46,59 * 4,99 mgMF. L' coincidiendo con
el tratamiento de menos embriones somaticos
formados. La inhibicién en la formacion de los
embriones somadticos en este tratamiento de
500 mgMF puede ser debida a vatias razones;
una de ellas es la acumulacion en el medio de
cultivo de moléculas inhibitorias del proceso de
diferenciacién como son las glicoproteinas ex-
tracelulares descritas por De Vries ez a/. (1988),
o un desbalance en el medio de cultivo entre
los niveles de elementos inhibitorios que han
sido secretados por la célula al medio de culti-
vo y de cuyo balance depende la embriogénesis
somatica (De Jong ¢z al., 1992). También puede
ser explicado por la acumulacion de gases vo-
latiles como el di6éxido de carbono y etileno en
suspensiones embriogénicas cultivadas con alta
densidad (Shimazu y Kurata, 1999).

Daniels (2003) sefialé la formacion de
799,5 £ 3,8 embriones somaticos en el medio
de cultivo propuesto por Bieberach (1995) con
una densidad celular de 20% (VCS) en el cul-
tivar hibrido de platano "'FHIA-21" (Musa sp.
AAAB), pero en medio de cultivo en estado
semisolido. Todo lo anterior confirma la in-
fluencia del genotipo y el numero de agregados
celulares embriogénicos en la suspension celu-
lar en la cantidad de embriones somaticos por
formarse.
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Aunque algunos autores como Georget ef
al. (2000) hacen referencia a que el desarrollo
de células embriogénicas en proembriones a
partir de suspensiones celulares embriogénicas
en medio de cultivo liquido en el banano culti-
var Grande naine (AAA) es bajo, destacan que
dentro de las senales que resultan en la forma-
cién de los embriones somaticos la densidad
celular es de gran importancia.

A partir de los resultados alcanzados du-
rante la etapa de formacion de los embriones
somaticos se establece como condicion de cul-
tivo iniciar el proceso de histodiferenciacion
con 100 mgMF de agregados celulares en me-
dio de cultivo liquido.

Conclusiones

El mayor incremento de la biomasa de las
suspensiones celulares durante la fase de mul-
tiplicaciéon se alcanzo con el 3% del VCS como
densidad de inéculo.

Empleando 100 mgMF como densidad
de inocul6 se logré iniciar el proceso de histo-
diferenciacién y formar la mayor cantidad de
embriones somaticos en etapa globular.
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